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RESUMO 


O cancro do osso compõe próximo de 1% da totalidade dos casos de cancro. Atual- 
mente, a remoção cirúrgica é o método mais comum de tratamento deste tipo de tumor mali- 
gno, com possível recorrência à quimioterapia e radioterapia. Uma nova forma de tratamento 
para este tipo de doença é a hipertermia magnética recorrendo à aplicação de biomateriais 
baseados em nanopartículas superparamagnéticas, como a magnetite, utilizada neste traba- 
lho. A remoção do tecido canceroso resulta em defeitos ósseos que podem ser restaurados 
graças à capacidade regenerativa de vidros bioativos. 

O objetivo deste projeto foi o desenvolvimento de uma membrana magnética baseada 
em nanofibras porosas e em nanofibras não-porosas de ácido poliláctico (PLA) através da téc- 
nica de eletrofiação, com nanopartículas magnéticas (MNP’s) e biovidro mesoporoso (MBG) 
incorporados na solucáo precursora de eletrofiacáo. Assim, esta estrutura desenvolvida terá 
não só a capacidade de eliminar tecidos cancerosos ósseos de forma controlada, graças à téc- 
nica de hipertermia magnética das MNP’s, como recuperar as porções do osso previamente 
afetadas, por ação da regeneração óssea proveniente da bioatividade do MBG. 

Primeiramente, foi otimizada a técnica de eletrofiação de nanofibras usando PLA, es- 
tudando combinações dos solventes orgânicos diclorometano (DCM) com N-N-dimetilforma- 
mida (DMF) ou ácido trifluoroacetético (TFA). As MNP’s foram sintetizadas por co-precipita- 
ção química e revestidas por ácido oleico (OA) de forma a torná-las hidrofóbicas, possibili- 
tando a sua dispersão nos solventes orgânicos utilizados, e estabilizando-as impedindo a sua 
agregação. Foram produzidas membranas de nanofibras porosas de PLA usando proporções 
de DCM/DMF 9:1 e membranas de nanofibras não-porosas de PLA usando proporções de 
DCM/TFA 1:1. Estas membranas produzidas foram analisadas por SEM, TEM, EDS e FTIR, e 
submetidas a ensaios de tração mecânica, hipertermia magnética, bioatividade e citotoxici- 
dade. Deste modo, estudou-se a sua morfologia e composição química, e avaliada a sua capa- 
cidade mecânica, de aquecimento, regeneração óssea e biocompatibilidade. 

Estes novos tipos de membrana irão compor uma nova solução de tratamento para o 
cancro com recurso a biomateriais, possibilitando uma alternativa aos métodos de tratamento 
mais convencionais do cancro ósseo e reduzindo os seus efeitos secundários. 


Palavras-chave: ácido poliláctico, biovidro mesoporoso, hipertermia magnética, nanopartícu- 
las magnéticas, regeneração óssea, tratamento de cancro 
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ABSTRACT 


Bone cancer makes up close to 1% of all cancer cases. Currently, surgical removal is 
the most common method of treating this type of cancer, possibly resorting to chemotherapy 
and radiotherapy. A new form of treatment for this type of disease is magnetic hyperthermia 
using biomaterials based on superparamagnetic nanoparticles, such as magnetite, used in this 
work. Removal of cancerous tissue results in bone defects which can be restored thanks to the 
regenerative capacity of bioactive glasses. 

The objective of this project was the development of a magnetic membrane based on 
porous and non-porous polylactic acid (PLA) nanofibers through the electrospinning tech- 
nique, with magnetic nanoparticles (MNP's) and mesoporous bioglass (MBG) incorporated in 
the precursor solution of electrospinning. Thus, this developed structure will not only be able 
to eliminate bone tumor tissue in a controlled manner, thanks to the magnetic hyperthermia 
technique by MNP's, but also to recover previously affected bone portions through the action 
of bone regeneration resulting from MBG bioactivity. 

Initially, the technique of electrospinning nanofibers using PLA was optimized, stud- 
ying combinations of the organic solvents dichloromethane (DCM) with dimethylformamide 
(DMF) or trifluoroacetic acid (TFA). MNP's were synthesized by chemical co-precipitation 
and coated with oleic acid (OA) to make them hydrophobic, allowing their dispersion in the 
used solvents, and stabilizing them, preventing their aggregation. PLA porous nanofiber 
membranes were produced using 9:1 DCM/ DMF ratios and PLA non-porous nanofiber mem- 
branes using 1:1 DCM/TFA ratios. These membranes produced were analyzed by SEM, TEM, 
EDS and FTIR, and subjected to mechanical traction, magnetic hyperthermia, bioactivity and 
cytotoxicity tests. This way, their morphology and chemical composition were studied, and 
their mechanical, heating, bone regeneration and biocompatibility capacities evaluated. 

These new types of membrane will compose a new cancer treatment solution using 
biomaterials, providing an alternative to more conventional bone cancer treatment methods 
and reduce its side effects. 


Keywords: bone regeneration, cancer treatment, magnetic hyperthermia, magnetic nanopar- 
ticles, mesoporous bioglass, polylactic acid 
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1 
INTRODUCAO 


Este capítulo apresenta uma contextualização ao problema tratado nesta dissertação, 
explica qual o objetivo deste projeto e refere estudos relacionados com este tema que serviram 
de base para este trabalho. 


1.1 Contextualização 


Os avanços na ciência e na medicina permitiram à humanidade ultrapassar as mais 
variadas e devastadoras doenças e condições de saúde. No entanto, o cancro permanece uma 
das doenças mais prevalentes da atualidade, devido à sua natureza e à sua especificidade no 
que toca à causa de desenvolvimento, local que afeta e ritmo de progressão [1]. 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o cancro é a segunda maior causa 
de mortalidade no mundo, e, em 2020, foi responsável pela morte de perto de 10 milhões de 
pessoas, 23,4% das quais na Europa e globalmente, 1 em cada 6 mortes é devido ao cancro [1]. 
Em Portugal, 25% da população corre o risco de ter cancro até aos 75 anos e 10% dos casos 
serão fatais. Em Portugal, é a segunda causa de morte e a sua incidência aumenta, em média, 
cerca de 3% por ano [2]. 

O cancro é uma doença que existe sob várias tipologias, sendo os mais comuns o do 
pulmão, o da mama, colorretal (cólon), e próstata. Alguns cancros, independentemente do 
sítio que afetam, são quase sempre mortais, como o do fígado, pâncreas e ovário. De todos os 
referidos anteriormente, o cancro do pulmão é o mais letal, provocando 1,76 milhões de mor- 
tes no mundo. Um tipo de cancro não referido anteriormente, mas ainda assim existente de 
forma considerável, é o cancro do osso, que compõe próximo de 1% da totalidade dos casos 
de cancro. Apesar de se poder iniciar em qualquer osso do corpo humano, verifica-se que 
afeta predominantemente a pélvis e ossos longos, como o úmero, tíbia e fémur. No que toca a 
tratamentos do cancro do osso, a remoção cirúrgica é o método mais comum, com possível 
recorrência à quimioterapia e radioterapia, tendo em conta o tipo de cancro ósseo a ser tratado 
[3]. 

Devido a dificuldades adversas destes métodos convencionais como problemas asso- 
ciados a cirurgias ou fadiga, perda de cabelo, náuseas e vómitos, novas formas de tratamento 
para este tipo de doença é a aplicação nos locais afetados de vidros bioativos, em conjunto 
com nanopartículas superparamagnéticas. 


1.2 Objetivo 


O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de um biomaterial multifuncional para 
tratamento de cancro ósseo e posterior regeneracáo do tecido ósseo. O biomaterial concebido 
consiste numa membrana magnética compósita de nanofibras de ácido poliláctico (PLA), com 
nanopartículas magnéticas (MNP’s) e biovidro mesoporoso (MBG) incorporados. As nanofi- 
bras foram produzidas através da técnica de eletrofiacáo, obtendo-se dois tipos de fibras de 
membrana magnética compósita: porosas e náo-porosas. A presenca ou auséncia de porosi- 
dade deveu-se aos sistemas binários de solvente utilizados: diclorometano (DCM) com N,N- 
dimetilformamida (DMF) na proporcáo de 9:1 ou com ácido trifluoroacetético (TFA) na pro- 
porcáo 1:1. Posteriormente, procedeu-se á caracterizacáo das membranas desenvolvidas atra- 
vés de análises morfológicas e químicas e ainda testadas em diversos ensaios. As análises re- 
alizadas foram: microscopia eletrónica de varrimento (SEM), espectroscopia de energia dis- 
persiva (EDS), microscopia eletrónica de transmissão (TEM) e espectroscopia de infraverme- 
lhos por transformada de Fourier (FTIR). Os ensaios realizados foram: tração mecánica, hiper- 
termia magnética, bioatividade e citotoxicidade. 

No que toca a funcionalidade do biomaterial, as MNP’s, MBG e PLA trabalham em 
conjunto. As MNP’s, são capazes de libertar calor quando expostas a campos magnéticos al- 
ternados, com o intuito de provocar a lise de células cancerosas, sensíveis a bruscas variações 
de temperatura. O MBG tem a capacidade de se transformar em hidroxiapatite carbonatada 
(HCA), uma substáncia quimicamente, estruturalmente e mecanicamente semelhante a parte 
inorgánica do osso, que se fundem conjuntamente ao longo do tempo. O PLA servirá como o 
meio de transporte das MNP's e MBG. As MNP's utilizadas neste trabalho foram nanopartí- 
culas superparamagnéticas de óxido de ferro (SPION's, FezO4) revestidas com ácido oleico 
(NP-OA's) e o MBG usado foi o BG80S15C5P. 

Assim, este biomaterial desenvolvido terá náo só a capacidade de eliminar tecidos tu- 
morais ósseos de forma controlada como regenerar as porções do osso previamente afetadas 
e suas fissuras resultantes, por ação da regeneração óssea proveniente bioatividade do MBG. 


1.3 Revisão Bibliográfica 


Casasola et al, em dois estudos diferentes, estudaram o efeito de vários solventes de 
solução precursora para eletrofiação, usando o PLA como polímero. O objetivo foi perceber 
de que forma os diferentes solventes e combinações entre eles, afeta a formação de nanofibras 
de PLA. Observaram que o uso de um único solvente dificultava ou mesmo impossibilitava a 
eletrofiação, não produzindo fibras ou apenas fibras com diâmetros perto da escala micromé- 
trica. O solvente capaz de isoladamente produzir fibras de PLA foi o DCM. Usando certos 
sistemas binários de solventes, foi alcançada a eletrofiação de nanofibras, sendo a melhor com- 
binação de solventes a acetona (AC) e DMF na razão 1:1. Ainda assim, ocorriam problemas 
adversos de obstrução das agulhas, defeitos nas fibras e tamanhos heterogéneos [4] [5]. 


Hadjizadeh et al. procurou usar solventes menos convencionais que eliminavam estes 
problemas referidos na eletrofiacáo de solugdes de PLA. Assim, testou um sistema de DCM 
com TFA 1:1, que se revelou capaz de produzir fibras de tamanhos uniformes sem dificulda- 
des de coagulacáo de solucáo ou formacáo de "contas", gracas á baixa tensáo de superfície e 
alta condutividade dos dois solventes conjuntamente. Estas fibras náo apresentavam porosi- 
dade [6]. 

Natarajan et al., com o objetivo de estudar os efeitos de superfície das fibras como ru- 
gosidade e funcionalizacáo, procuraram compreender os mecanismos de formacáo de poros 
devido ás suas aplicabilidades biológicas e químicas. Neste trabalho, foram testadas diferen- 
tes misturas de solventes e o seu efeito resultante na porosidade superficial das nanofibras. 
Umas das soluções mais bem-sucedidas neste aspeto foram as de PLA 8% (m/V) só com DCM 
e DCM/DMF na razão 9:1 [7]. Um trabalho semelhante foi realizado por Liu et al., utilizando 
nao só estes mesmos solventes com PLA, mas também polissulfona (PSU) e dimetilacetamida 
(DMAc) com DCM para produzir fibras porosas [8] [9]. 

Shan et al. desenvolveu uma membrana magnética para servir de base de estruturas 
para regeneracáo óssea. Assim, preparou uma solucáo de PLA com trifluoroetanol (TFE) com 
SPION's de FesO, (magnetite) previamente sintetizadas por co-precipitacáo química e proce- 
deram á sua eletrofiacáo. As nanofibras produzidas apresentaram uma distribuicáo homogé- 
nea de NP's de magnetite ao longo da membrana. A capacidade de hipertermia magnética e 
citotoxicidade desta membrana foram testadas subsequentemente. As fibras produzidas exi- 
biram comportamentos hipertérmicos e as suas propriedades superparamagnéticas estavam 
diretamente relacionadas com a concentração de FezO4. Quanto à sua citotoxicidade, estas fi- 
bras mostraram-se não tóxicas para as células testadas e que inclusive manifestaram efeitos 
positivos de adesão e proliferação celular [10]. 

Awada et al., com o mesmo objetivo de Shan et al., desenvolveu uma membrana de na- 
nofibras PLA de eletrofiação, à qual adicionou SPION's de FesO, por adsorção à sua superfície. 
Este diferente método de junção das NP's por meio externo iria garantir que as propriedades 
mecânicas e de degradação não se alterariam pela presença de magnetite no interior das fibras. 
Aqui também se comprovou que as propriedades magnéticas das SPION's se preservaram e 
que não acrescia risco de citotoxicidade [11]. Este método foi adaptado de um trabalho homó- 
logo, mas usando policaprolactona como polímero, realizado por Singh et al. [12]. 

Serio et al. introduziu uma membrana composta por fibras de PLA com partículas de 
vidro baseadas em silício (SBA2) como solução para aplicações de engenharia de tecidos ós- 
seos. Estas fibras produzidas por eletrofiação apresentavam poros e uma dispersão uniforme 
de BG. A bioatividade do SBA2 permaneceu mesmo depois de ser incorporado nas fibras po- 
liméricas e revelou a formação de uma camada de HCA depois de imersão prolongada em 
soluções de simulated body fluid (SBF) [13]. 

Noh et al. desenvolveram um compósito de nanofibras de PLA com BG70525C5P in- 
corporado por eletrofiação. Este biomaterial demonstrou promover adesão celular e o seu 
crescimento em meios fisiológicos, propondo-se como uma alternativa de fácil produção para 
a regeneração óssea [14]. 


Shankhwar et al. prepararam um material composto por BG4555 com óxido de ferro 
Fe2O3 incorporado na sua estrutura química através da técnica de sol-gel. Este material exibiu 
comportamentos magnéticos quando aplicado um campo magnético alternado por hiperter- 
mia magnética e ainda bioatividade in vitro por formar uma camada superficial de hidroxia- 
patite (HA) em meios fisiológicos [15]. 


2 
ENQUADRAMENTO TEÓRICO 


Neste capítulo, iráo ser apresentados conceitos teóricos e fundamentos físicos e bioló- 
gicos, fulcrais para a compreensáo do trabalho. 


2.1 Nanopartículas Magnéticas 


As MNP's têm sido extensivamente estudadas nas últimas décadas para aplicações 
biomédicas, como agentes de contraste para ressonáncia magnética e como agentes de hiper- 
termia para tratamento de cancro [16] [17] [18] [19]. As MNP’s são geralmente compostas de 
metais puros, ligas de metais ou óxidos de metais. De entre, os varios tipos de NP’s, as de 
óxido de ferro têm diámetros entre cerca de 1 e 100 nm. Estas SPION’s têm várias aplicações 
médicas que incluem dispositivos de armazenamento magnético de catálise, sensores, relaxo- 
metria superparamagnética e ressonáncia magnética biomolecular de alta sensibilidade para 
diagnóstico e terapéutica médica [16] [17] [20]. 

A forma mais importante do óxido de ferro neste trabalho é a magnetite. A magnetite 
é um mineral com tipo de estrutura de espinela inversa, ilustrada na Figura 2-1, tendo sido 
um dos primeiros minerais estudados através de difracáo por raio-X (XRD). A estrutura cris- 
talina apresenta-se como estrutura cúbica de faces centradas, tal como a magmite, com com- 
primento de aresta de aproximadamente 0,839 nm [21]. A magnetite difere dos outros óxidos 
de ferro por ter duas formas de ferro diferentes, a forma divalente Fe?+ e trivalente Fe%. A 
magnetite é frequentemente náo-estequiométrica no que toca á razáo entre estas duas formas 
do ferro, tendo em excesso iões Fe?*. Na forma estequiométrica a proporção Fe?* / Fe3* é de 1:2. 
A forma divalente pode ser substituída por outros iões divalentes como o Mn?* ou Zn?+. Além 
disso, podem ser adicionados mais iões externos à magnetite devido à flexibilidade da estru- 
tura do oxigénio, que pode expandir ou contrair para acomodar outros catides que diferem 
do Fe2+ em tamanho. Esta substituição é acompanhada de mudanças no comprimento da 
aresta [21]. 

As MNP's de magnetite têm maior versatilidade comparativamente às outras MNP’s 
devido à sua biocompatibilidade e estabilidade, sendo as mais utilizadas para aplicações bio- 
médicas. Estas MNP’s, graças as suas propriedades superparamagnéticas, são capazes de ge- 
rar calor quando submetidos a um campo magnético alternado e provam ser uma excelente 
solução como agente de hipertermia magnética [22]. 
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Figura 2-1 Estrutura cristalina da magnetite [21] 


As MNP’s de óxido de ferro FesO4 podem ser sintetizadas por diferentes processos 
como a co-precipitação química, decomposição térmica, microemulsão e síntese hidrotérmica. 
Neste trabalho, o método de síntese utilizado foi a co-precipitação química por ser o método 
mais simples, rápido, a temperatura ambiente, e produzir uma quantidade de MNP’s por sín- 
tese ajustável pelo simples aumento da concentração [23]. 


2.2 Magnetismo 


Vistos à escala de partículas elementares, os materiais possuem correntes elétricas e 
momentos magnéticos que resultam na existência de campos magnéticos. Estas interações en- 
tre si dão origem a vários fenómenos do eletromagnetismo, entre eles o magnetismo. Existem 
vários tipos de magnetismo: diamagnetismo, ferromagnetismo, antiferromagnetismo, ferri- 
magnetismo, paramagnetismo e superparamagnetismo. O mais conhecido destes é o ferro- 
magnetismo, o efeito que se revela no funcionamento de ímanes e magnetos [21]. Na Figura 
2-2 estão ilustrados esquemas do funcionamento do ferromagnetismo, antiferromagnetismo 
e ferrimagnetismo. 

Neste trabalho, o foco é no superparamagnetismo, comparando-o com o paramagne- 
tismo e ferrimagnetismo no que toca às suas propriedades magnéticas e diferenças entre si. 
O diamagnetismo é uma propriedade básica de todas as substâncias e envolve uma ligeira 
repulsão devido a campos magnéticos. Esta força de repulsão, devido à suscetibilidade mag- 
nética das substâncias diamagnéticas, é fraca e independente da temperatura. Quando um 
material exibe outras formas de magnetismo, normalmente mais fortes, para além do diamag- 
netismo, a contribuição diamagnética é usualmente negligenciável. Assim, as partículas dia- 
magnéticas alinham-se paralelamente, mas com sentido oposto ao campo magnético aplicado 
[21]. Os óxidos de ferro exibem esta propriedade e outros tipos adicionais de magnetismo. 

No paramagnetismo as substâncias são atraídas em direção a um campo magnético 
aplicado, formando internamente um campo magnético induzido de intensidade fraca. Tal 
acontece devido à presença de eletrões não-emparelhados, que se alinham paralelamente con- 
soante forças magnéticas a que estão sujeitos. Devido ao seu spin, possuem momento magné- 


tico e comportam-se como ímanes. Neste caso, as partículas paramagnéticas alinham-se para- 
lelamente ao campo magnético imposto, com igual sentido [21]. O óxido de ferro FeO é um 
exemplo de um material paramagnético [24]. 


o > 0 > 2 = 
o O 0 2 > .> 
æ € €O € €O €O € 
> > O O > > 


a b 


O @ Atomos de ferro C 


O O O LO OO 
o > > 2 2 > 
æ €O o € Oo 


— Orientação de spin magnético 


Figura 2-2 Ordens de magnetização para a) ferromagnetismo b) antiferromagnetismo c) ferrimagnetismo (adap- 
tado de [21]) 


As substâncias ferromagnéticas são fortemente atraídas por forças magnéticas e têm a 
propriedade de manter a direção e sentido do momento magnético das partículas que com- 
põem essas substâncias após a remoção de um campo magnético. Estes materiais possuem 
eletrões desemparelhados tal como nas paramagnéticas, mas neste caso, os eletrões têm indi- 
vidualmente momentos magnéticos paralelos e alinhados com eletrões vizinhos e de igual 
intensidade, mesmo na ausência de campos magnéticos externos. O hidróxido de ferro 
Fe(OH); exibe ferromagnetismo [21]. 

Nas substâncias antiferromagnéticas, os spins dos eletrões têm igual momento mag- 
nético, mas têm sentidos opostos entre si, isto é, formam padrões regulares de spins contrários 
com os seus eletrões vizinhos. Tendo isto em conta, as substâncias antiferromagnéticas têm 
momento magnético total nulo. O óxido de ferro Fe2O0; (hematite) demonstra este tipo de mag- 
netismo [21]. 

As substâncias ferrimagnéticas consistem em arranjos de planos alternados antipara- 
lelos, isto é, eixos de eletrões com spins num certo sentido paralelos a outros eixos, mas de 
sentido oposto. Estes spins têm magnitudes diferentes, pelo que as substâncias ferrimagnéti- 
cas possuem um momento magnético resultante. A magnetite pode exibir este tipo de com- 
portamento caso o seu tamanho seja demasiado grande [21]. 

O superparamagnetismo é uma forma de magnetismo observável em materiais ferro- 
magnéticos e ferrimagnéticos com dimensões nanométricas (variável consoante o tipo de ma- 
terial), nos quais a direção do seu momento magnético pode inverter-se aleatoriamente caso 
a sua temperatura ultrapasse um certo limite, como resultado de anisotropia magnética [21] 
[23] [25]. Devido à sua dimensão, demonstram um único momento magnético, que será expli- 
cado num subcapítulo pouco mais à frente. Em partículas tão pequenas, as barreiras energé- 
ticas para a inversão magnética, que são proporcionais ao tamanho do grão, são relativamente 
pequenas quando comparadas com a energia térmica. Assim, fornecendo reduzidas, mas su- 


ficientes quantidades de calor, o momento do dipolo magnético do material muda de direção 


se forma aleatória durante curtos períodos de tempo. O intervalo entre as mudancas de dire- 
ção de momento magnético chama-se tempo de relaxação de Néel (Ty). Este relaxamento de 
Néel é dado pela equacáo de Néel-Arrhenius, em Eq. 2-1. 


KV 
Tn = Toexp GT Eq. 2-1 
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Onde To é o tempo de relaxacáo natural do material, K a densidade energética da aniso- 
tropia magnética, Vo volume da partícula, kg é a constante de Boltzmann e T a temperatura 
[26] [27]. 

Para além deste, existe o relaxamento de Brown, resultante da própria rotacáo da par- 
tícula contra forcas externas e é dado pela Eq. 2-2. 


Tp = Va Eq. 2-2 
ET pT a 


Onde Tz é o tempo de relaxacáo Browniano, n é a viscosidade do meio e Vy é o volume 
hidrodinámico da partícula [26] [27]. 

Estes dois mecanismos de relaxacáo trabalham em conjunto e dependem do tamanho 
da partícula e quanto maiores as suas dimensões, maiores estes tempos de relaxação [26] [27] 
[28] [29]. As relaxações de Néel e Browniana podem ser comparados na ilustração da Figura 
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Figura 2-3 Relaxacáo de a) Néel e b) Browniana (adaptado de [26]) 


Os estados paramagnéticos e superparamagnéticos referem-se á forma como o sentido 
e direção do momento magnético médio das partículas se torna nula quando não existe campo 
externo H aplicado e o tempo de magnetizacáo é maior do que o tempo de relaxacáo. Quando 


um campo H é aplicado, o momento magnético das partículas é magnetizado como nas partí- 
culas paramagnéticas, mas com maior suscetibilidade magnética. Enquanto qualquer material 
ferromagnético ou ferrimagnético pode exibir comportamento paramagnético, a diferenca é a 
de isto acontecer acima da Temperatura de Curie, que será explicada de seguida em 2.2.1. 
Contudo, nos materiais superparamagnéticos ocorre abaixo desta temperatura [30]. 


2.2.1 Domínios Magnéticos 


Nos materiais ferromagnéticos, os dipolos magnéticos dos vários átomos náo se ali- 
nham entre si como um todo. Á escala nanométrica, em distáncias inferiores a 100 nm, existem 
áreas onde os momentos magnéticos sáo distintos e independentes entre si, chamados domí- 
nios magnéticos. No interior de cada um destes domínios magnéticos, os dipolos magnéticos 
dos átomos adjacentes estáo orientados na mesma direcáo, mas a magnetizacáo de cada do- 
minio está orientada diferentemente do dominio vizinho [30]. 

Um material ferromagnético quando é aquecido acima de uma determinada tempera- 
tura, denominada Temperatura de Curie, e de seguida arrefecido, formam-se dominios cujas 
orientações diferem, mas a magnetização total do material é nula. Quando um campo magné- 
tico externo H é aplicado a um ferro magneto sem alinhamento de momento magnético médio 
definido, parte dos átomos alinham-se paralelamente de acordo com esse campo magnético 
formando pequenos domínios que se váo expandindo em tamanho e sobrepondo aos outros 
domínios náo alinhados até se atingir a magnetizacáo máxima possível nesse material, conhe- 
cida por Magnetização de Saturacáo Ms, ponto no qual sobra um único domínio magnético no 
material. Ao se diminuir a intensidade do campo magnético H, voltam a reaparecer domínios 
desordenados, que crescem até a magnetizacáo resultante do material ser novamente nula [25] 
[30]. 

Nos materiais com dominios únicos, os momentos magnéticos dos diferentes átomos 
sáo táo semelhantes que podem ser aproximados a um único momento, devido á reduzida 
dimensáo da partícula que compóem. Chama-se a isto “aproximacáo macro-spin”. Existem 
partículas que apresentam apenas um único domínio magnético, devido ao seu tamanho entre 
20 a 100 nm de diâmetro, dependendo da sua composição química e da sua estrutura. Nestas 
partículas os momentos magnéticos giram conjuntamente ou de forma muito semelhante. 
Desta forma, partículas de domínio único náo podem ser classificadas tanto como superpara- 
magnéticas ou ferromagnéticas, pois a baixas frequéncias as partículas podem exibir compor- 
tamentos superparamagnéticas, enquanto a altas frequéncias se comportam como partículas 
ferromagnéticas. Para uma partícula cúbica de magnetite ter um único domínio tem de ser 
menor do que 30 nm [31]. 

Materiais ou partículas maiores do que o limite de domínio único contém múltiplos 
domínios. Neste caso, para se igualar a magnetizacáo dos vários domínios é necessário inver- 
ter os momentos magnéticos dos planos do material antiparalelos ao campo magnético H. A 
magnetizacáo do material também pode ser alinhada com o campo externo por expansáo dos 
domínios paralelos, que ocorre em campos H de menor intensidade. Se este campo magnético 
alternado H tiver magnitude suficiente para se atingir a magnetização de saturação Ms, então 


a dissipacáo de energia nos múltiplos domínios dependerá da coercividade do material, isto 
é, a capacidade de o material ser submetido a um campo H sem que perder a sua capacidade 
de magnetizacáo. Isto acontece, pois, a coercividade de um material está relacionada com a 
área do domínio, que por sua vez depende do tamanho das partículas. Assim, em materiais 
com magnetizacáo totalmente saturada, a dissipacáo de energia varia proporcionalmente com 
o tamanho dos domínios. Tendo isto em conta, conclui-se que se devem evitar materiais de 
múltiplos domínios magnéticos caso a finalidade seja a maximizacáo de producáo de energia 
[30]. 


2.3 Hipertermia Magnética 


As principais formas de tratamento de cancro atualmente mais utilizadas sáo cirurgia, 
quimioterapia e radioterapia. Outros sáo menos comuns, como a terapia hormonal, imunote- 
rapia e tratamentos envolvendo células estaminais. Novas formas tém sido estudadas, entre 
elas, a hipertermia magnética. A hipertermia magnética é uma técnica terapéutica através do 
qual MNP’s transformam energia eletromagnética proveniente de um campo magnético al- 
ternado exterior de altas frequéncias em calor. Isto acontece devido a histerese magnética, a 
capacidade de algo preservar uma deformacáo efetuada por um estímulo [32]. Colocando 
MNP’s nas redondezas de células tumorais estando as primeiras revestidas por materiais bi- 
ocompatíveis, de forma a náo serem rejeitadas pelo organismo, e submetendo esta zona a um 
campo magnético alternado, é possível elevar a temperatura das células cancerígenas até um 
limite prejudicial para elas, entre os 42-45°C. Sendo os tumores muito mais sensíveis a bruscas 
subidas de temperatura face ás células saudáveis devido ao deficiente fornecimento sanguí- 
neo, danificam-se ou mesmo destroem-se assim os tecidos tumorais por acáo do calor. Este 
sistema de morte celular encontra-se ilustrado na Figura 2-4. No contexto de tumores e células 
cancerígenas, é necessário ter em atencáo a distincáo entre células saudáveis e células com 
potencial patogénico [33]. 
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Figura 2-4 Hipertermia magnética de fluidos aplicada numa célula tumoral (adaptado de [16]) 
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As MNP's tém o seu maior output de energia para quando o seu diámetro está na tran- 
sicáo entre serem compostas por um único domínio e múltiplos domínios. Para terem um 
único dominio magnético, as MNP's devem ter tamanhos abaixo do seu tamanho crítico, de- 
pendendo do material e da sua forma. Acima disso, demonstram comportamentos de vários 
domínios [30]. Tudo isto, pode ser observado no esquema ilustrativo da Figura 2-5. 
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Figura 2-5 Coercividade consoante o tamanho das MNP's (adaptado de [30]) 


O calor produzido pelas MNP’s sob um campo magnético externo H pode ocorrer 
através de quatro mecanismos: perdas dielétricas em materiais de baixa condutividade, per- 
das de eddy current (corrente parasita) em materiais de elevada condutividade, histerese, aque- 
cimento friccional entre partículas magnéticas em rotacáo por relaxacáo de browniana e rota- 
cáo dos dipolos magnéticos por relaxacáo de Néel, estes dois últimos referenciados em 2.2 
[30]. 

As MNP's apresentam diferentes perfis de libertação de energia térmica através histe- 
rese, dependendo do seu tipo de magnetismo inerente. As MNP’s mais relevantes neste aspeto 
sáo as paramagnéticas, superparamagnéticas e ferromagnéticas. Como foi falado em 2.2, os 
materiais ferromagnéticos retém temporariamente a magnetizacáo após estarem expostos a 
H, ao contrário dos materiais paramagnéticos e superparamagnéticos que náo tém nenhuma 
magnetizacáo quando não estão expostos a um campo aplicado. Quando as MNP’s são expos- 
tas a um campo magnético H crescente, a sua magnetizacio M aumenta simultaneamente. Na 
magnetizacáo de saturação M; no qual todos os dipolos magnéticos no material ficam alinha- 
dos com H. Acima desse limite, a magnetizacáo do material náo aumenta, independentemente 
do valor acrescido de H. Caso a polaridade de H seja revertida, a magnetizacáo vai decres- 
cendo e quando H fica nulo, existe um alinhamento de momentos magnéticos resultante no 
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material ferromagnético denominado magnetizacáo remanescente M,. Continuando a subme- 
ter o material a um H negativo, a magnetizacáo chega eventualmente ao valor 0, valor abso- 
luto conhecido como coercividade H. do material [25] [30]. A este comportamento entre a 
magnetizacáo M das MNP's e o seu campo magnético interno B consoante o campo magnético 
externo H imposto chama-se ciclo de histerese, ilustrado em Figura 2-6 [30]. 


Figura 2-6 Campo magnético interno B em função da intensidade de campo magnético externo H [30] 


A área interior de um ciclo de histerese de um ferromagneto, caracterizada por M,, Ms 
e H,, representam a energia transmitida para as redondezas quando o campo magnético tran- 
sita entre H(Ms) e H(-Ms) e vice-versa, de onde provém o calor libertado por este tipo de ma- 
teriais [30] [34]. Este tipo de geração de calor não, no entanto, desejável em aplicações biomé- 
dicas. A retencáo de magnetizacáo pode provocar geracáo de calor náo desejada pelos méto- 
dos de perda dielétricas e corrente parasita, referidos anteriormente [34]. Daí ser de extrema 
importáncia o tamanho das MNP’s e que o seu comportamento seja exclusivamente superpa- 
ramagnético. Neste caso, a hipertermia ocorrerá por relaxacáo de Néel e/ou relaxacáo de 
browniana. A poténcia energética produzida pelas MNP's sob um campo magnético alter- 
nado H pode ser avaliado pela Eq. 2-3 da taxa de absorcáo específica ou Specific Absorption 
Rate (SAR). 


SAR = — Eq. 2-3 


Onde c se refere a capacidade térmica mássica das MNP’s em hipertermia, AT corres- 
ponde á variacáo de temperatura das mesmas e At o intervalo de tempo a que estáo sujeitas a 
H. A SAR tem unidades de Watt ou W.g"!, caso se tenha em conta a massa das MNP’s [30]. De 
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entre várias MNP's, a magnetite e a magmite sáo as que libertam mais calor sob hipertermia 
magnética [29]. 


2.4 Eletrofiacáo 


A eletrofiacáo, conhecida em inglés como electrospinning, é uma tecnologia ampla- 
mente utilizada que usa forcas de campos elétricos para produzir fibras poliméricas com dia- 
metros variando de alguns nanómetros a vários micrómetros, usando soluções poliméricas 
(com ou sem aditivos). Um sistema de eletrofiacáo é composto por uma bomba infusora, uma 
seringa com uma agulha fina, um gerador de alta tensáo elétrica e um coletor metálico ligado 
á terra. Este coletor funciona como um alvo para as fibras eletrofiadas e pode ser plano ou 
rotativo. Numa configuração convencional, o polímero em solução passa através de uma se- 
ringa onde é aplicada uma alta tensáo elétrica (10-20 kV) na ponta da agulha. Deste modo, as 
partículas da solucáo ficam carregadas positivamente, criando uma forca repulsiva. Acima de 
uma tensão crítica, a força repulsiva supera a tensão superficial da solução e é ejetado um fio, 
a partir do cone de Taylor [35] [36] [37], da agulha em direcáo ao alvo, formando assim fibras 
no coletor. Na Figura 2-7 A pode observar-se um esquema exemplificativo de uma montagem 
convencional de eletrofiacáo e na Figura 2-7 B uma representacáo do cone de Taylor. 


Coletor 


Seringa Solução polimérica 
Na =>”) 
(EA = 
Bomba infusora | 
+ 


Tensão Fibras 


Figura 2-7 A) Montagem do sistema de eletrofiação utilizando uma bomba infusora, fonte de alta tensão 
elétrica e coletor plano [38] B) Representação ilustrativa da acumulação de cargas no cone de Taylor e ejeção de 
fibra de uma agulha [39] 


Para ocorrer eletrofiação, existem vários parâmetros que interferem na forma como 
este processo decorre e como as fibras são produzidas. A morfologia das fibras eletrofiadas 
depende de parâmetros como: 

e Propriedades da solução - concentração, viscosidade, condutividade, constante elé- 

trica, tensão superficial e pressão de vapor; 

e Condições de processo - taxa de trabalho, tensão elétrica aplicada, força do campo 

elétrico e a distância de trabalho (agulha-alvo); 

e Características ambientais - temperatura, humidade, pressão e composição atmosfé- 

rica. 
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Cada um dos parámetros acima, separadamente ou combinados, pode controlar o di- 
ámetro da fibra, a sua uniformidade e forma [40]. 

Entre os numerosos métodos convencionais conhecidos para a formacáo de nanofi- 
bras, como desenho, síntese de modelos, automontagem e separacáo de fases, a eletrofiacáo é 
a técnica mais popular devido ao fácil controlo do diámetro da fibra, morfologia e porosidade. 
Até agora, as aplicações notáveis da eletrofiacáo incluem filtração, cosméticos, nanossensores, 
aplicações relacionadas à energia, curativos, administração de medicamentos, imobilização 
enzimática e matrizes de engenharia de tecidos [3]. Entre as várias aplicações potenciais, a 
administração de medicamentos é um dos usos mais promissores [21]. A alta capacidade de 
carga, a alta eficiência de encapsulamento, a entrega simultânea de diversas terapias, a facili- 
dade de operação e a relação custo-benefício são recursos atraentes para a libertação contro- 
lada de medicamentos [41]. 


2.4.1 Ácido Poliláctico 


A necessidade de um polímero advém da toxicidade e controle da producáo de calor 
na histerese das MNP’s durante a hipertermia magnética. O polímero comporta-se como uma 
barreira física entre as MNP's e o organismo e, para além disso, é o material que irá regular a 
atividade do MBG, consoante a sua taxa de degradacáo polimérica. O PLA é um polímero 
amplamente produzido sob diferentes estereoisómeros (PLLA, PDLA, PLGA, entre outros) 
industrialmente através de inúmeras técnicas diferentes, a baixo custo e de recursos renová- 
veis [42]. O PLA é composto por ácido láctico que é encontrado em animais e plantas, como 
produto intermediário ou final do metabolismo celular e, como consequéncia, o PLA é natu- 
ralmente náo-tóxico [43]. O PLA é também facilmente degradado depois da sua hidrólise, que 
só acontece a temperaturas acima de 60 °C e elevada humidade, nao ocorrendo na natureza. 
Outro mecanismo de degradacáo do PLA é a fotólise, mas tal só acontece após longas horas 
de exposicáo luminosa e potente, como a exposicáo solar ao ar livre. Este polímero é também 
hidrofóbico, náo se dissolvendo em água, tornando-o um risco para a natureza, mas ótimo 
para outras aplicações. Atualmente, é dos bioplásticos mais consumidos, sendo como meio de 
consumo para produtos como filamento nas impressoras 3D, agricultura e medicina. Nesta, o 
PLA é usado como implante e degrada-se naturalmente no corpo humano num período de 
poucos anos [44] [45]. O facto de ser biodegradável e biocompatível tornam o PLA um bom 
candidato em aplicações biomédicas, como implantes, fios de sutura e encapsulamento de 
fármacos [43] [44] [46]. 

A escolha de solventes utilizados na solução precursora são um dos fatores mais im- 
portantes na realização deste trabalho. As diferentes propriedades dos solventes, como o 
ponto de ebulição, viscosidade e condutividade elétrica, terão um grande impacto na morfo- 
logia das fibras, com foco no seu diâmetro e porosidade [47]. 

Os solventes utilizados para produção de fibras foram o DCM, DMF e TFA, todos estes 
solventes orgânicos. O DCM é um solvente capaz de dissolver uma grande variedade de com- 
postos, em particular o PLA, que dissolve com extrema rapidez. O seu ponto de ebulição baixo 
é o mecanismo principal da formação de poros durante a eletrofiação à superfície das fibras 
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[48] [49]. A DMF é um solvente de elevada viscosidade e condutividade elétrica, fundamental 
para reduzir o diámetro das fibras. No entanto, demonstra dificuldade em dissolver o PLA 
[50] [51]. O TFA é um solvente de extrema viscosidade e altamente acidico, 6timo a dissolver 
o PLA. A sua utilizacáo permitiu reduzir o tamanho das fibras das membranas produzidas e 
facilitar o processo de eletrofiacáo [52]. 


2.5 Biovidro Mesoporoso 


Os BG's tém atraído muita atencáo desde o trabalho pioneiro realizado por Hench et al. 
in 1971 [53]. Os cerâmicos de vidro com composições de CaO-P205-SiO2-XO (X = Na, Mg, etc.) 
têm sido bastante estudados e utilizados em aplicações médicas por serem materiais bioativos, 
ou seja, biocompatíveis com o organismo humano tendo a capacidade adicional de se ligar ao 
osso. A parte inorgánica do osso humano é feita de HCA, substância também muito estudada 
na área dos biomateriais, e quando o BG é implantado no corpo humano, forma-se uma ca- 
mada de HCA com capacidade se ligar ao osso humano na superfície do material bioativo 
[54]. Dois dos elementos químicos que compõem a HCA são o cálcio e o fósforo, num rácio 
Ca/P de 1,67 [55]. 

Para os BG's sintetizados através da técnica de sol-gel, exibirem comportamentos in 
vitro, é importante ter em conta a sua composição e a sua estrutura, enquanto outros tipos de 
BG sintetizados através de técnicas mais convencionais de aquecimento arrefecimento ape- 
nas dependem da sua composição. Aumentando a área de superfície específica e volume dos 
poros dos BG's, acelera-se bastante o processo de deposição cinética da HCA e assim melhora- 
se a atividade bioativa da formação óssea dos BG's. Também importante, o controlo preciso 
da porosidade, o tamanho dos poros e a arquitetura interna dos poros dos BG's em diferentes 
escalas de comprimento é essencial para a compreensão da relação estrutura-bioatividade e o 
design racional de melhores biomateriais para formação de osso. Foi assim estudada a síntese 
de modelos de vidros bioativos mesoporosos com um polímero em bloco altamente ordena- 
dos. Os MBG's, isto é, BG's com poros de 2 e 50 nm de diâmetro, levam a bioatividades supe- 
riores de formação óssea in vitro em comparação com os BG's mais estudados até à data [54] 
[56]. 

Esses MBG’s são importantes na pesquisa de materiais mesoporosos e de biomateriais 
e podem abrir novas oportunidades no implante, na administração de medicamentos e como 
materiais de revestimento na engenharia de tecidos. 


2.5.1 Bioatividade 


Bioatividade refere-se à capacidade dos materiais de se ligarem diretamente ao osso e 
melhorar a formação óssea. Bioatividade pressupõe a ideia de biocompatibilidade, que um 
material não seja tóxico para o organismo em contacto. A capacidade de se ligar ao osso é uma 
consequência da formação de uma camada de cálcio-fosfato na superfície do material, quando 
imerso em solução fisiológica [57]. 
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O osso é um órgáo muito dinámico, composto por tipos de tecido cortical e esponjoso 
e funcionando como uma estrutura protetora e de suporte para o corpo humano. Certos con- 
juntos ósseos protegem alguns órgãos internos, como o crânio, que protege o cérebro. Os ossos 
têm limites de suporte de forças e de rigidez, pelo que é suscetível de fraturar. Contudo, os 
ossos têm a capacidade de se regenerar, ainda que limitada [58]. A regeneração óssea, também 
referenciada como Guided Bone Regeneration, é um processo fisiológico complexo e bem or- 
questrado de formação óssea, que pode ser observado durante a cicatrização normal das fra- 
turas e está envolvido na remodelação contínua ao longo da vida adulta. Apesar da capaci- 
dade fisiológica do osso para se regenerar, o reparo ósseo nem sempre é satisfatório. Para isso, 
existe a necessidade de alternativas à capacidade natural do osso se regenerar por si próprio 
[59]. 

Neste trabalho, a bioatividade do MBG será avaliada pelo aparecimento de uma ca- 
mada HCA à superfície das fibras com MBG. Isto acontece devido às reações de superfície 
entre o MBG e o meio onde este se encontra, através da interação de catiões neste meio fisio- 
lógico, como o fósforo, sódio e cálcio, com a camada de silício dos MBG's, formando a camada 
de HCA, quimicamente semelhante à HCA que compõe a secção exterior do osso. A camada 
de HCA criada no MBG cristaliza ao longo do tempo e funde-se com o osso humano [53]. 
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3 
MATERIAIS E MÉTODOS 


Neste capítulo, seráo apresentados os materiais e protocolos utilizados durante este 
trabalho. 


3.1 Síntese de nanopartículas magnéticas por co-precipitação 


química 


As MNP's utilizadas neste trabalho sáo compostas por magnetite, de fórmula química 
FezO4. Estas MNP’s foram sintetizadas por precipitação química e estabilizadas com OA. A 
síntese seguidamente descrita foi escolhida devido a duas razões: são produzidas MNP’s em 
concentrações significativas (até aproximadamente 12% m/V) e requerem uma estabilização 
que permite tornar as MNP’s hidrofílicas ou hidrofóbicas, consoante os solventes escolhidos 
para a eletrofiação das soluções poliméricas. 


3.1.1 Materiais 


Cloreto de ferro (III) hexahidratado 97% (FeCl3.6H2O): 5 mmol (Alfa Aesar), cloreto de 
ferro (II) tetrahidratado 98% (FeCl2.4H2O): 2,5 mmol (Sigma Aldrich), hidróxido de amónia 25% 
(NH¿0H) (VWR Scientific), água ultrapura (Milli-Q), ácido oleico (Alfa Aesar). 


3.1.2 Procedimento 


O seguinte procedimento é adaptado do protocolo usado por Gnanaprakash et al [60]. 
Inicialmente, dissolvem-se, separadamente, ambos os cloretos de ferro hexahidratado (1351 
mg) e tetrahidratado em água ultrapura (50 mL cada). Após a dissolucáo, adicionam-se as 
soluções no mesmo balão de três tubuladuras. Este, encontra-se em agitação mecánica recor- 
rendo uma vareta do equipamento Heildolph Hei- TORQUE 200 a uma velocidade entre 500 e 
1000 rotações por minuto, usualmente as 700 rpm's. O balão é alimentado com azoto no estado 
gasoso através de uma das tubuladuras de forma a criar uma atmosfera inerte, rica em azoto 
e pobre em oxigénio para impedir a oxidação do ferro dos cloretos. Para iniciar a reação, são 
introduzidos 10 mL da solução de amónia, deixando o processo ocorrer durante 5 minutos 
sob agitação. O intervalo de 5 minutos é um período intermédio entre a nucleação das MNP’s 


17 


e o seu crescimento, ou seja, tempo suficiente para se formar a magnetite, mas sem deixar que 
o seu tamanho cresca e ultrapasse aproximadamente os 10 nm. Por fim, termina-se a reacáo 
adicionando 60 mL de água ultrapura. Procede-se à separação magnética das MNP’s da solu- 
ção com auxílio de um íman, intercalando com 3 lavagens com água ultrapura. 

De seguida, procede-se à estabilização das MNP’s por revestimento com OA. As MNP's 
anteriormente sintetizadas são sonicadas por ultrassons durante 5 minutos, de forma a serem 
dispersas na solução. De seguida, adiciona-se OA na proporção de 16% (m/m) de MNP's. 
Posteriormente, são sujeitas a banho de ultrassons durante 3 horas para dispersar o OA pela 
solução de NP-OA's e garantir que o revestimento é completo e uniforme. De seguida, faz-se 
uma lavagem desta solução duas vezes com AC e, por fim, duas vezes com o solvente orgá- 
nico de interesse para eletrofiação. Neste caso, o solvente orgânico escolhido é o DCM, por ser 
o que dispersa melhor as NP-OA's depois de revestidas com OA, de entre o DCM, DMF e 
TFA. 


3.2 Determinação da concentração de ferro através do método 


colorimétrico 


De modo a calcular qual a quantidade de OA necessária para estabilizar as MNP’s, é 
necessário determinar a sua concentração de ferro. Com este objetivo, é utilizado o método 
colorimétrico com fenantrolina-1,10, que mede a concentração de iões Fe?* em solução. O se- 
guinte procedimento é adaptado do protocolo de Talelli et al. [61]. 


3.2.1 Materiais 


Ácido clorídrico 37% (v/v) (HCI, Honeywell Fluka), hidroxilamina hidroclorídrica: 100 
mg.mL- em HCl 0,01 M (Sigma-Aldrich), solução de fenantrolina em HCl 0,01 M: 3 mg.mL- 
(Alfa Aesar), acetato de amónia: 500 mM em HCI 0,01 M (Scharlau). 


3.2.2 Procedimento 


Inicialmente, sonica-se a solução de MNP’s para as dispersar e impedir a sua sedimen- 
tação, usando o equipamento UP400St da Heilscher. De seguida, são pipetados 4 uL da solução 
de MNP's em eppendorf's, aos quais são adicionados 996 uL de água ultrapura de forma a 
diluir a solução de MNP’s numa proporção de 1:250. Estes eppendorf s são sonicados de forma 
a dispersar os precipitados de MNP’s que se possam formam durante a diluição. Após isto, 
são retirados 40 uL destes eppendorf's e colocados noutros, seguidamente preparados com 20 
uL de HCl 37% (v/v). Estes eppendorf's ficam em incubação a temperatura e humidade ambi- 
entes durante o período de uma hora, para garantir que os iões de ferro das MNP’s de mag- 
netite se separem dos seus iões de oxigénio. Terminado esse período, são adicionados 100 uL 
de hidroxilamina hidroclorídrica de forma a reduzir as MNP’s de Fe** a Fe?*, seguidos de 500 
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uL da solucáo de fenantrolina, que se irá ligar aos ides de ferro para revelar bandas de absor- 
váncia no espectrofotómetro, relativos ao Fe?*. Finalmente, são adicionados 1140 uL de acetato 
de amónia, perfazendo o volume de 1800 uL por eppendorf. Após esta preparação, procede-se 
à medição da absorváncia das soluções, recorrendo ao espectrofotómetro T90+ UV/VIS Spec- 
trometer da PG Instruments Ltd, recorrendo ao software UVWin5 v5.2.0. O varrimento dos com- 
primentos de onda analisados ocorre no intervalo de 400-600 nm, registando-se bandas de 
absorváncia no valor de 510 nm. Esta técnica é executada 5 vezes por amostra de forma a 
minimizar erros de cálculo. 

É usada a Eq. 3-1 da reta de calibração para determinação da concentração de ferro (II) 
[62]: 


Absorvancia = 4,5079 * [Fe] + 0,0753 Eq. 3-1 


A concentração de ferro [Fe] vem em mg.mL+. A concentração de MNP’s, também em 
mg.mL-+, é dada pela Eq. 3-2 [62]: 


[NP] = iat Eq. 3-2 


3.3 Biovidro Mesoporoso 


Na solucáo precursora, em adicáo ás NP-OA’s sintetizadas e estabilizadas, será utili- 
zado MBG, também produzido laboratorialmente. O BG utilizado neste trabalho é o MBG 
BG80S15C, baseado no protocolo desenvolvido por Yan et al [56]. 


3.3.1 Materiais 


Tetraetil ortosilicato (TEOS, Sigma-Aldrich), trietil fosfato (TEP, Honeywell Fluka), ni- 
trato de calcio (Panreac AppliChem), acido hidrocloridico 0,5M (Honeywell Fluka), pluronic F127 
(Sigma-Aldrich), etanol (EtOH, Honeywell Fluka). 


3.3.2 Procedimento 


Inicia-se o protocolo adicionando num copo de vidro 76 mL de EtOH, seguido de 1 
mL de HCl, 7,13 mL de TEOS, 0,68 mL de TEP e 1,4 g de nitrato de cálcio. Deixa-se em agitação 
magnética durante 1 hora. De seguida, adicionam-se 1,84 g de Pluronic F127 e mantém-se em 
agitação, agora durante 48 horas. Terminado este período, coloca-se a solução numa estufa a 
60 °C para evaporar o EtOH, durante 24 horas. Após este passo, sinteriza-se a solução num 
forno a 700 °C durante 5 horas, com a taxa de aquecimento de 2 °C por minuto, para evaporar 
o Pluronic, tal como o EtOH. Após este processo, o MBG produzido é esmagado num almofa- 
riz recorrendo a um pilão e de seguida num moinho com esferas de zircónio durante 6 horas. 
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3.4 Soluções precursoras para eletrofiacáo 


Para produzir membranas magnéticas é necessário preparar soluções precursoras que 
serão posteriormente utilizadas para a eletrofiação. Como objetivo da dissertação, foi prepa- 
rada uma solução que através da eletrofiação foi capaz de produzir uma membrana magnética 
compósita de fibras porosas. No entanto, devido a dificuldades no processo de eletrofiação 
usando esta solução em particular, foi também estudada como alternativa uma outra solução 
capaz de produzir membranas de fibras não-porosas. Ambas as soluções contêm PLA como 
reagente e DCM como solvente. A solução que produz fibras porosas utiliza também DME, 
para além do DCM. Por contrapartida, a solução que produz fibras não-porosas usa TFA. Em 
fases posteriores, do projeto foram adicionadas a ambas as soluções MNP's e MBG, tanto in- 
dividualmente como simultaneamente. 

A solução que produz fibras com poros foi preparada de forma a ter uma proporção 
de 10% de PLA (m/V) por volume de solventes, sistema binário de solventes de DCM e DMF 
em proporção 9:1. As MNP's adicionadas são 8% da massa do polímero (m/m) e o MBG é 
50% da massa do polímero (m/m). 

A solução que produz fibras sem poros foi preparada de forma a ter uma proporção 
de 20% de PLA (m/V) por volume de solventes, sistema binário de solventes de DCM e TFA 
em proporção 1:1. As NP-OA’s adicionadas são 8% da massa do polímero (m/m) e o MBG é 
100% da massa do polímero (m/m). 


3.4.1 Materiais 


Ácido poliláctico (Corbion Purac Luminy D120), diclorometano (Sigma Aldrich), N-N- 
dimetilformamida (Carlo Erba Reagents), ácido trifluoroacetético (Alfa Aesar). 


3.4.2 Procedimento 


3.4.2.1 Preparação da solução para produzir a membrana de fibras porosas 


Para produzir a membrana de fibras com poros foi preparada uma solução num frasco 
de vidro de 15 mL adicionando 1 g de PLA e 9 ml de DCM. Esta solução foi deixada em agi- 
tação magnética durante 4 horas. Nos últimos 10 minutos de agitação, foi adicionado 1 mL de 
DMF. Este último passo só foi feito no fim da agitação pois a DMF demonstrou-se difícil a 
dissolver o PLA e prolongava consideravelmente a preparação da solução precursora. Esta 
solução foi conservada em frigorífico a 4 ºC. 

Para a preparação da solução com NP-OA’s, o procedimento usado não pode ser o 
mesmo, isto porque as NP-OA’s iriam ser atraídas pelo agitador magnético e iria existir uma 
perda considerável destas. Tendo isso em conta, o processo é feito sob agitação mecânica 
usando frascos mais resistentes de 30 mL. É pesada 1 g de PLA, é adicionado um volume 
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previamente calculado de NP-OA’s dispersas em DCM para atingir o rácio de 8% de massa 
de NP-OA’s por massa de polímero e um restante volume deste solvente até perfazer 9 mL. 
Esta solução é deixada em agitação mecánica sob banho de gelo, de forma a evitar a evapora- 
ção do DCM, durante 4 horas. Mais uma vez, nos últimos 10 minutos de agitação é adicionado 
1 mL de DMF. Esta solução é conservada em frigorífico a 4 °C. 

Para a solução compósita somente com MBG, pesa-se 1 g de MBG ao qual é adicionado 
9 mL de DCM num frasco de 30 mL. Esta solução é sonicada sob ultrassons de forma a dis- 
persar o MBG no solvente orgânico utilizado. De seguida, coloca-se esta solução em agitação 
mecânica e em banho de gelo, adicionando 1 g de PLA, ficando em agitação durante 4 horas. 
Nos últimos 10 minutos de agitação, é adicionado 1 mL de DMF. Esta solução é conservada 
em frigorífico a 4 °C. 

O procedimento para a preparação desta solução precursora é similar ao da solução 
referida anteriormente. A única diferença prende-se na natureza do DCM usado. Parte do 
DCM vem da solução com NP-OA’s e o volume restante para perfazer os 9 mL é simplesmente 
DCM puro. 


3.4.2.2 Preparação da solução para produzir a membrana de fibras sem poros 


Esta solução foi preparada num frasco de vidro de 15 mL adicionando 2 g de PLA, 5 
mL de DCM e 5 mL de TFA. Esta solução foi deixada em agitação magnética durante 4 horas. 
Esta solução foi conservada em frigorífico a 4 °C. 

Nesta solução com NP-OA’s, a agitação também é feita de forma mecânica e em banho 
de gelo, à semelhança da solução homóloga porosa. Usando frascos de 30 mL, são pesadas 2 
g de PLA, adicionado um volume previamente calculado de NP-OA’s dispersas em DCM para 
atingir o rácio de 8% de massa de NP-OA's por massa de polímero e um restante volume deste 
solvente até perfazer 5 mL. Por último, são adicionados 5 mL de TFA. Esta solução é deixada 
em agitação, durante 4 horas. Esta solução é conservada em frigorífico a 4 °C. 

Para a solução com MBG, pesa-se 2 g de MBG ao qual é adicionado 5 mL de DCM e 5 
mL de TFA num frasco de 30 mL. Esta solução é sonicada sob ultrassons de forma a dispersar 
o MBG nos solventes usados. De seguida, coloca-se esta solução em agitação mecânica e em 
banho de gelo, adicionam-se 2 g de PLA, deixando em agitação durante 4 horas. Esta solução 
é conservada em frigorífico a 4 °C. 

Por último, para a solução com NP-OA’s e MBG incorporados, começa-se por pesar 2 
g de MBG e emergi-las num volume previamente calculado da solução de NP-OA’s em DCM 
e 5 mL de TFA, num frasco de 30 mL. Esta dispersão é levada à ponta de ultrassons, sonicada 
durante 3 minutos de forma a dispersar bem o MBG nos solventes. Esta solução é depois sub- 
metida a agitação mecânica e banho de gelo durante 4 horas. Esta solução é conservada em 
frigorífico a 4 °C. 
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3.5 Eletrofiacáo 


As nanofibras sáo um constituinte importante na producáo de membranas magnéticas 
bioativas, pois as nanofibras sáo o meio envolvente das NP-OA's e do MBG, para uso em 
hipertermia magnética e na bioatividade. Um dos focos na síntese das nanofibras deste traba- 
lho é a sua porosidade. A existência de poros a superfície das nanofibras aumenta exponenci- 
almente a área de contacto, algo de extremo valor quando se trata de conceitos como a bioati- 
vidade do MBG presente nas fibras. Como objetivo secundário, pretende-se também que as 
fibras da membrana sejam o mais finas e uniformes possíveis. 


3.5.1 Materiais 


A eletrofiacáo foi realizada usando seringas de 1 mL da Norm-Ject-F, agulhas de calibre 
G23 e G27 da Iberiana Technical, bomba infusora da kdScientific, fonte de tensáo elétrica Glass- 
man High Voltage, INC e um alvo metálico. 


3.5.2 Procedimento 


3.5.2.1 Fibras porosas 


Com o objetivo de produzir fibras porosas, foram estudados vários parámetros de ele- 
trofiação, nomeadamente solventes com baixos pontos de ebulição, característica que causa o 
aparecimento de poros nas fibras. Como tal, foi pesquisado o DCM, que tem um ponto de 
ebulição de 39,6º C. No entanto, a produção de nanofibras usando este solvente, demonstrou- 
se difícil devido à coagulação de solução na ponta da agulha durante o processo de eletrofia- 
ção. O procedimento foi adaptado do trabalho de Casasola et al e Bognitzki et al [63]. 

Para tal, foram testadas e otimizadas várias soluções precursoras de PLA e DCM. A 
solução escolhida destas todas foi a solução de PLA 10% (m/V) em sistema binário de solven- 
tes de DCM com DMF na proporção 9:1 (V/V), tanto com ou sem NP-OA's a 8% (m/m) e 
BG80S15C a 50% (m/m), usando agulha de calibre G23. 

A eletrofiação destas soluções foi realizada a 20 kV, distância agulha-alvo de 15 cm e 
taxa de trabalho de 0,2 mL.h1, a temperaturas de 23-25 °C e humidades relativas de 45-55%. 


3.5.2.2 Fibras sem poros 
Devido a problemas no desenvolvimento da membrana de fibras porosas, foi estudada 


como alternativa uma solução precursora que no lugar do DMF utilizou TFA para produzir 
nanofibras o mais finas e uniformes possível, devido à baixa tensão de superfície e elevada 
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condutividade do conjunto de solventes. Em contrapartida, estas fibras perdem a porosidade. 
Este processo foi adaptado de Hadjizadeh et al. [64] 

Para este conjunto de solventes foram também testados vários parámetros de solucáo. 
A solução escolhida foi uma solução de 20% de PLA (m/m) em sistema de binário de solven- 
tes de DCM com TFA na proporcáo 1:1 (V/V), tanto com ou sem NP-OA's a 8% (m/m) e MBG 
a 50% (m/m), usando agulha de calibre G27. 

A eletrofiação destas soluções foi realizada a 17,5 kV, distancia agulha-alvo de 10 cm 
e taxa de trabalho de 0,13 mL.h", a temperaturas de 23-25 °C e humidades relativas de 45-55%. 


3.6 Caraterização das Membranas 


3.6.1 Microscopia eletrónica de varrimento (SEM) 


As nanofibras produzidas através de eletrofiacáo foram analisadas morfologicamente 
recorrendo à técnica de microscopia eletrónica de varrimento (SEM) usando os equipamentos 
Hitachi SEM TM3030Plus e Carl Zeiss Auriga FIB-SEM, um disco metálico de análise e fita de 
carbono de dupla face da Electron Miscroscopy Sciences. 

Durante o processo de otimização, as amostras produzidas para análise foram sujeitas 
a uma deposição de aproximadamente 30 minutos. As amostras de membranas já otimizadas 
foram produzidas em deposições 10 horas. Para serem analisadas em SEM, estas amostras 
foram colocadas na placa metálica agarradas à fita de carbono. Esta placa com as amostras foi 
introduzida sob vácuo na câmara de observação do equipamento, depois de revestida com 
uma camada de irídio, somente para análise SEM, ou uma camada de carbono, quando neces- 
sário analisar a composição química através de EDS. As amostras foram seguidamente vistas 
através do software apropriado e fotografadas usando magnificações de 1 k, 2,5 k, 10 ke 20 k 
(respetivamente 100 um,30 um, 10 um e 3 um de escala). 


3.6.2 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 


Esta técnica foi realizada com um equipamento da Oxford Instruments, recorrendo ao 
software Quantax 70 EDS, acoplado ao equipamento de SEM. A espectroscopia de energia 
dispersiva (EDS) é feita suplementarmente ao SEM e identifica os elementos químicos presen- 
tes nas amostras, assim como a sua abundância e localização, particularmente importante na 
análise do ferro da magnetite, cálcio, silício e fósforo do MBG e da HCA. Dado que foi execu- 
tada durante a análise SEM, não foi necessário nenhum tipo de preparação adicional das 
amostras. 
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3.6.3 Microscopia eletrónica de Transmissáo (TEM) 


As nanofibras foram também analisadas por microscopia eletrónica de transmissáo 
(TEM) quanto à dispersão do MBG e NP-OA's ao longo das fibras das membranas. 

Esta técnica foi executada utilizando o equipamento TEM Hitachi H-8100 II, com emis- 
sáo termiónica, LaB6 do Instituto Superior Técnico da Universidade Técnica de Lisboa. 

As amostras para análise em TEM foram separadas em nanofibras individuais e colo- 
cadas algumas destas numa rede de carbono. Após a evaporacáo total do solvente, as amos- 
tras foram analisadas para observar a presença e distribuição de NP-OA’s e MBG nas fibras. 


3.6.4 Espectroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier 
(FTIR) 


A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica 
utilizada laboratorialmente que permite obter um espectro de absorbáncia e/ ou transmitáncia 
de um material. As bandas dos espectros permitem identificar as ligações químicas entre com- 
postos do material em observacáo. A análise FTIR foi realizada usando o equipamento Nicolet 
6700 - Thermo Electron Corporation com o sistema Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform 
Infrared spectrometer (ATR-FTIR). Para esta técnica, as amostras náo necessitaram de nenhum 
tipo de preparação. Os espectros de absorváncia e transmitância foram adquiridos num inter- 
valo de números de onda de 4500-450 cm! segundo o ângulo de incidência de 45º. 


3.6.5 Ensaios de Tracáo 


Os ensaios de tracáo tém como finalidade determinar as propriedades mecánicas das 
membranas produzidas. 

Estes ensaios foram executados uma máquina de tracáo uniaxial Rheometric Scientific 
recorrendo ao software Minimat Control Software, Version 1.60 February 1994 da P.L. Thermal 
Science 1984-94 Reometric Scientific Ltd e assistência de uma craveira digital Mitutoyo 0-25 mm. 

Nos ensaios de tracáo mecánica sáo aplicadas forcas numa única direcáo á amostra em 
questáo e sáo registados os mesmos valores de carga imposta ao longo do deslocamento das 
garras da máquina de tracáo onde está presa a amostra. Durante este deslocamento uniaxial, 
a amostra sofre uma deformacáo, comecando inicialmente por um período de alongamento 
(comportamento elástico) seguido de um período de estiramento permanente (comporta- 
mento plástico), até á rutura da amostra. Analisando os dados de deslocamento vs. forca apli- 
cada é possível calcular a tensáo elétrica aplicada ao longo da deformacáo e estudar os pará- 
metros do módulo de Young (E), tensão de cedência (dc) e tensão de rutura (orur). 

As amostras para este ensaio foram recortadas em estruturas retangulares de dimen- 
sdes 30 x 10 mm. Aquando cada teste individual, a espessura de cada amostra foi medida 
usando uma craveira digital Mitutoyo 0-25 mm, com precisáo de 0,001 mm. Cada ensaio foi 


realizado com a velocidade padrão de 1 mm.min! e com um deslocamento máximo de 20 mm, 
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suficiente para amostras de membrana de PLA. No total, foram testadas 10-15 réplicas de cada 
tipo de membrana desenvolvida. 


3.6.6 Ensaios de Hipertermia Magnética 


Os ensaios de hipertermia magnética tém como finalidade avaliar a capacidade de 
aquecimento das NP-OA’s incorporadas nas fibras da membrana quando submetidos a cam- 
pos magnéticos externos. 

Estes ensaios foram realizados no equipamento NanoScale Biomagnetics DM100 Series, 
composto por um controlador, aplicador, bomba de vacuo e chiller. Como procedimento deste 
ensaio, foram pesadas 20 mg de cada amostra de membrana com NP-OA’s incorporadas e 
colocadas em 1 mL de água ultrapura. Algumas amostras, que serão faladas mais à frente, 
tiveram massas superiores de forma a manter a quantidade de NP-OA’s incorporadas igual. 
Cada amostra foi posteriormente submetida a uma densidade de fluxo magnético de 300 
Gauss com frequência de 418,5 kHz durante 10 minutos. Durante estes testes, foram regista- 
das a temperatura da amostra e campo magnético aplicado ao longo do tempo. 


3.6.7 Ensaios de Bioatividade 


Os ensaios de bioatividade foram realizados para estudar o efeito do MBG das fibras 
na transformação de HCA em HCA. 

Estes ensaios foram realizados usando apenas três das membranas de fibras porosas e 
solução de SBF (Simulated Body Fluid), tendo sido testadas as membranas compósita somente 
com MBG, as membranas com NP-OA’s para além de MBG e ainda membranas unicamente 
com polímero, para servir de controlo. A solução de SBF foi preparada seguindo o protocolo 
de Kokubo et al. [65] Estes vários tipos de membrana foram preparados em amostras quadradas 
de 2x2 cm? e colocadas em redes de fio plástico, para manter as amostras abertas e estendidas 
impedindo que estas se enrolassem e reduzissem a sua área superficial e contacto com o meio 
e, por fim, colocadas em falcons contendo 45 mL de solução de SBF de pH 7.4, numa estufa de 
agitação Optic Ivymen System, a 54 rpm's e 37°C. Cada tipo de membrana ficou submersa em 
SBF durante os períodos de 1, 3, 5, 7 e 10 dias, ao fim dos quais foram lavadas em água ultra- 
pura e desidratadas em estufa a 37 °C durante pelo 1 dia. Por fim, foram analisadas em SEM 
de forma a avistar a formação da camada de HCA e os seus compostos químicos identificados 
por EDS. 


3.6.8 Ensaios de Citotoxicidade 


Para tornar viável este projeto, é necessário avaliar a citotoxicidade das membranas 
produzidas com as células humanas, isto é, se o contacto entre ambos é prejudicial ou mesmo 


letal para as células que irão ser tratadas com o biomaterial desenvolvido. 
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Os testes de citotoxicidade foram realizados através do método do extrato, que avalia 
de forma indireta a citotoxicidade das membranas desenvolvidas. Este procedimento segue a 
norma ISO 10993-5 Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity. 

Estes ensaios de citotoxicidade são constituídos por 4 etapas: preparação dos extratos 
com meio de cultura condicionado pela presença do material a testar, colocação da sementeira 
de células no fundo dos poços das placas em meio de cultura, substituição do meio de cultura 
de poços da sementeira estabelecida por extratos e por meios de controlo e, por fim, avaliação 
da viabilidade das células nas várias condições de cultura. 

Antes do início destes ensaios, procede-se à esterilização das membranas desenvolvi- 
das em estufa a 120 *C durante 2 horas. na primeira etapa, colocam-se 30 mg de cada mem- 
brana submersa em 1,5 mL de meio de cultura utilizado, McCoy 5A, Para atingir uma massa 
por volume de meio de 20 mg.mL“. estas amostras ficam em incubação a 37 °C durante 48 
horas, de um total de 8 membranas. Na preparação da sementeira das células, foram utilizadas 
células SAOS-2, células de uma linhagem de osteossarcomas [66] , semeadas em 2 placas de 
96 poços, utilizando 20 poços para cada tipo de membrana, com 4 réplicas por membrana. 
Destas 4 membranas, a primeira coluna de poços tem 20 mg.mL” e as 4 seguintes são diluídas 
sob fator 2 da concentração anterior, até à concentração final de 1,25 mg.mL. Para além destes 
poços, foram feitos controlos positivos, negativos e do meio de cultura. No total foram seme- 
adas 1.8M células, aproximadamente 9k por poço. Na fase seguinte, aspira-se o meio de cul- 
tura dos poços das placas de sementeira e substitui-se pelas soluções extrato onde as mem- 
branas estiveram contidas e, mais uma vez, coloca-se em incubação a 37 °C durante 48 horas. 
Terminado esse tempo, aspiram-se agora os extratos dos poços das placas e substituem-se por 
uma solução 50% meio de cultura e 50% resazurina, um indicador de viabilidade celular. As 
placas são incubadas durante 2 horas a 37°C e procede-se à leitura de absorvância luminosa 
aos 570 nm e 600 nm dos poços das placas. São medidas as absorvâncias das 4 réplicas de cada 
amostra e a cada valor medido é subtraído o valor de absorvância do controlo de meio e em 
seguida é normalizado para obter os valores de viabilidade celular numa escala de 0-100%. 
Esta medição de absorvância foi realizada usando um leitor de microplacas Biotek ELX 800 
uv. 
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4 
ANÁLISE E DISCUSSAO DE RESULTADOS 


Neste capítulo sáo apresentados e discutidos os resultados obtidos neste projeto. Pri- 
meiramente, é demonstrado o processo de desenvolvimento das membranas magnéticas com- 
pósitas de fibras porosas e náo-porosas, desde a otimização do processo de eletrofiação utili- 
zando somente polímero até á incorporacáo de ambos as MNP's e o MBG. Esta parte é acom- 
panhada de imagens SEM e análises por EDS. Seguidamente, sáo estudadas as análises por 
FTIR e os resultados dos ensaios de tracáo mecánica, hipertermia magnética, bioatividade e 
citotoxicidade. Devido a restricóes de tempo, náo foi possível realizar a caracterizacáo com- 
pleta da membrana de fibras náo-porosas. 


4.1 Membranas produzidas por eletrofiacáo 


Ofoco principal deste projeto foi desenvolver uma membrana usando o polímero PLA 
composta de fibras porosas á escala nanométrica. As nanofibras foram produzidas por eletro- 
fiacáo e asua porosidade foi alcancada devido aos solventes da solucáo precursora escolhidos, 
em particular, à rápida evaporação do DCM. Várias combinações de solventes e condições de 
eletrofiacáo foram estudadas com a finalidade de desenvolver fibras com poros, uniformes e 
o mais finas possíveis. No entanto, o processo de eletrofiacáo para atingir este objetivo reve- 
lou-se instável, isto é, muito sensível a variações de parâmetros climáticos e perdas de matéria 
consequente da acumulação de polímero na agulha devido à alta volatilidade do DCM. Com 
isto em mente, foi também desenvolvida uma membrana de fibras não-porosas, cujo processo 
de eletrofiação se demonstrou estável. As MNP's de magnetite e o MBG usados tiveram 
grande relevância na morfologia das nanofibras e na membrana magnética compósita desen- 
volvida, uma vez que a adição destes materiais à solução precursora de eletrofiação altera as 
propriedades da solução, e, consequentemente, a membrana produzida também sofre altera- 
ções, que, neste caso, se manifestaram principalmente na alteração da consistência e diâmetro 
médio das fibras. 


4.1.1 Membrana de fibras com poros 


Numa primeira fase do projeto, foi necessário estudar os parâmetros de eletrofiação, 
nomeadamente a distância entre agulha e o alvo, tensão elétrica aplicada e fluxo da solução. 
O ponto de partida foi uma solução precursora simples de PLA a 8% (m/V) em DCM [63] 
[67]. Foi exequível a produção de fibras, mas com ocorrência tanto de electrospray como de 
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eletrofiacáo, sempre a temperaturas de 22-25 °C e humidade relativa natural em laboratório 
de 35-55%. A agulha usada foi de calibre G23. Estas fibras foram analisadas em SEM e as suas 
imagens captadas podem ser observadas na Figura 4-1. Os diámetros destas fibras foram me- 
didos digitalmente usando o software Image] e determinaram-se diámetros de 3 a 4 micróme- 
tros nas zonas finas e entre 20-30 micrómetros nas zonas mais grossas, denominadas por "con- 
tas". No entanto, foi possível comprovar a formacáo de poros á superfície. Independentemente 
dos outros parámetros de eletrofiacáo, a principal causa da formacáo de contas foi a baixa 
concentracáo polimérica da solucáo precursora de eletrofiacáo, uma vez que resulta em baixa 
viscosidade da solucáo e dificuldade em manter as fibras unidas. Além disso, o facto de as 
zonas mais grossas terem diámetros táo amplos poderia significar uma taxa de trabalho de- 
masiado elevada para os parámetros em uso [4]. De forma a ultrapassar esses dois problemas, 
prepararam-se e testaram-se novas soluções com 9-14% de massa de polímero por volume de 
DCM e taxas de trabalho mais baixas de 0,1-0,2 mL.h. Na Figura 4-2 podem ser observadas 
fibras de eletrofiadas a distancia agulha-coletor de 12,5 cm, a tensáo elétrica aplicada de 17,5 
kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h* a partir de uma solução precursora de PLA a 12% (m/V) 
em DCM, e na Figura 4-3 podem ser observadas fibras eletrofiadas á distáncia agulha-coletor 
de 15 cm, a tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h-, a partir de uma 
solucáo precursora de PLA 14% (m/V) em DCM. 


10 pm 


Figura 4-1 Imagem de SEM de fibras de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de PLA 8% (m/V) em 
DCM a condições de eletrofiação de 12,5 cm de distância agulha-alvo, tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa 
de trabalho de 0,3 mL.h-1 (x1000) 


Em nenhuma das solucóes testadas foi possível obter fibras uniformes, apesar de man- 
terem a forma cilíndrica. Existiu uma enorme dispersáo de diámetros, somente a porosidade 
se manteve. Com isto em mente, ponderou-se a utilização de outros solventes na solução pre- 
cursora. Recorrendo á literatura, selecionou-se o DMF para o uso como solvente, cujas visco- 
sidade e condutividade superiores ao DCM garantem a formacáo de fibras mais uniformes, 
mais finas e com menor variacáo de diámetros, mas a sua baixa volatilidade impede a forma- 


cáo de poros [68] [69] [70]. Assim, foram combinados estes dois solventes em sistemas binários 
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de DCM/DMEF 4:1 e 9:1 e testaram-se concentrações de 10-12% de PLA (m/V) na solução pre- 
cursora. Quanto ao processo de eletrofiacáo, foram testadas distáncias agulha-alvo de 12,5-20 
cm, tensões elétricas de 17,5-20 kV e taxas de trabalho de 0,1-0,3 mL.h1, com o intuito de es- 
tudar o efeito destes parámetros de processo na morfologia das fibras. A agulha utilizada foi 
de calibre G23. Agulhas mais finas entupiam durante a eletrofiação devido à elevada volatili- 
dade do DCM e rápida solidificacáo da solucáo precursora ainda antes de ser ejetada da agu- 
Tha. 


Figura 4-2 Imagens de SEM de fibras porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de PLA 12% 
(m/V) em DCM a condicóes de eletrofiacáo de distancia agulha-alvo de 12,5 cm, a tensáo elétrica aplicada de 17,5 
kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h” A) x2500 e B) x10000 


A Sm p 10 um 


Figura 4-3 Imagens de SEM de fibras porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de PLA 14% 
(m/V) em DCM a condições de eletrofiação de distância agulha-alvo de 15 cm, a tensão elétrica aplicada de 17,5 
KV e taxa de trabalho de 0,1 mL.hA) x2500 e B) x10000 
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As membranas de fibras de PLA usando a proporção DCM/DMF 4:1, independente- 
mente de outros parámetros de eletrofiacáo, tiveram uma diminuicáo considerável no tama- 
nho, tendo num dos testes com valores mais baixos de tamanho um diámetro médio de 750 + 
175 nm. Estas fibras eletrofiadas á distáncia agulha-coletor de 17,5 cm, a tensáo elétrica apli- 
cada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h“ a partir de uma solução precursora de PLA 
10% (m/V) na proporção DCM/DMF 4:1 podem ser observadas na Figura 4-4. Apesar disso, 
os poros eram inexistentes. Devido à ausência de porosidade usando a proporção 4:1, não 
foram testadas outras concentrações de polímero usando este sistema de solventes. No caso 
do sistema DCM/DMF de 9:1, selecionaram-se algumas das amostras relativas à solução pre- 
cursora de PLA 10% (m/V) que demonstraram as fibras mais finas e de tamanhos semelhan- 
tes. Procedeu-se à medição dos diâmetros de pelo menos 30 fibras das 10 melhores amostras 
utilizando o software ImageJ, com recurso à ferramenta de histograma de contraste de ima- 


gem. Os parâmetros e diâmetros de cada uma destas amostras encontram-se na Tabela 4-1. 


Figura 4-4 Imagens de SEM de fibras de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de PLA 10% (m/V) em 
DCM/DMF 4:1 em condições de eletrofiação de distância agulha-alvo de 17,5 cm, a tensão elétrica aplicada de 
17,5 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h1A) x2500 e B) x10000 
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Tabela 4-1 Parámetros de eletrofiacáo e diámetro médio das fibras de membrana de PLA eletrofiadas a partir de 
solução precursora de PLA 10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 analisadas em SEM 


Análise Condições atmosféricas Parámetros variáveis Resultados 


Distáncia 

- ia Humidad UE Tensáo Taxa de Desi iE 

emperatura umidade a- esvio-padrão 
p su Elétrica trabalho P 


CC) Relativa (%) coletor (kv) fe) (nm) 


Código 


(cm) 
23,3 49 12,5 20 0,2 922 
24,3 34 15 17,5 0,1 320 
23,1 48 15 20 0,2 228 
20,7 30 17,5 0,2 302 
20,8 31 17,5 0,3 394 
21,0 33 17,5 0,1 459 
21,0 35 17,5 0,2 369 
21,1 35 17,5 0,3 252 
21,1 36 20 298 
21,2 36 20 0,3 389 


O tamanho das fibras varia bastante consoante os parámetros de eletrofiacáo, atin- 
gindo valores da escala micrométrica. As amostras deste conjunto com as menores médias de 
diámetros são as amostras F01, F04, F05 e F13, que têm em comum tensões aplicadas elevadas 
17,5 e 20 kV e taxas de trabalho entre 0,2 e 0,3 mL.h1. Todas estas têm desvios-padrões redu- 
zidos e semelhantes, o que se traduz em fibras consistentes. Destas, a amostra com os valores 
mais reduzidos, tanto de valor médio de diámetro como desvio-padrão, é a F01. As fibras 
desta amostra apresentam um valor de diâmetro médio e desvio-padrão aproximadamente 
de 578 + 228 nm. Adicionalmente, apresentam poros, como pretendido. 

O mesmo estudo também foi feito para fibras produzidas a partir da solução precursora de 
eletrofiação com concentração de PLA de 12% (m/V). As condições de eletrofiação e diâme- 
tros obtidos são apresentados na Tabela 4-2. 
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Tabela 4-2 Parámetros de eletrofiacáo e diámetro médio das fibras de membrana de PLA eletrofiadas a partir de 
solução precursora de PLA 12% (m/V) em DCM/DMF 9:1 analisadas em SEM e Image] 


Distáncia TEE 

ensão 

Temperatura | Humidade Agulha- ne Desvio-padrao 
Elétrica 


(°C) Relativa (%) coletor (nm) 


(kV) 


(em) 


19,5 53 15 17,5 
19,5 54 15 17,5 
20,2 54 15 20 
19,9 56 15 20 


19,5 56 15 20 
20,5 56 20 
20,6 56 20 
20,6 55 20 
20,6 56 20 
20,7 58 
20,7 57 20 
20,7 57 20 


Estas amostras de fibras de PLA resultantes da eletrofiação a partir da solução precur- 
sora de concentração de 12% (m/V) em DCM/DMEF 9:1 demonstram diâmetros médios na 
escala nanométrica e desvios-padrão relativamente baixos. Não obstante, estes resultados não 
foram melhores que os obtidos usando a solução de concentração de PLA a 10% (m/V). 

Selecionou-se para usos futuros a solução de PLA 10% (m/V) e sistema binário de 
DCM e DMF na proporção 9:1 (V/V), com as melhores condições de eletrofiação dentro das 
estudadas de 20 kV de tensão elétrica aplicada, distância entre agulha e alvo de 15 cm e taxa 
de trabalho de 0,2 mL.h". Relativamente às condições atmosféricas, a temperatura durante a 
eletrofiação esteve entre os 22-25ºC e a humidade relativa 35-55%. A membrana e as suas fi- 
bras porosas eletrofiadas nestas condições podem ser observadas na Figura 4-5 e Figura 4-6. 


Figura 4-5 Imagem de membrana de fibras porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de PLA 
10% (m/V) em DCM/DMEF 9:1 a condições de eletrofiação de distância agulha-alvo de 15 cm, com tensão elétrica 
aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h* 
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Figura 4-6 Imagem de SEM de nanofibras porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de PLA 
10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 em condições de eletrofiação de distância agulha-alvo de 15 cm, com tensão elé- 
trica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h A) x2500 B) x10000 C) x20000 D) Respetiva distribuição de 
diâmetros 


4.1.1.1 Incorporação das nanopartículas magnéticas 


Escolhida a composição da solução precursora para eletrofiacáo e as condições de pro- 
cesso, foram produzidas MNP's de magnetite e dispersas em DCM para posterior incorpora- 
cáo na solucáo de eletrofiacáo. 

Dado que o DCM é um solvente orgánico, existiu necessidade de usar MNP’s hidro- 
fóbicas, de forma a conseguir a sua dispersáo neste solvente. Foi feito um breve estudo ás 
concentrações de OA a usar para revestir as MNP’s, de modo a formar uma monocamada e 
tornar as MNP's hidrofóbicas, ao invés de revestir com uma bicamada de OA que as torna 
hidrofílicas. Baseando na literatura, foi utilizada a concentracáo de 16% de massa de OA por 
massa de MNP's [62] [71] [72]. Assim, foi adicionado um volume calculado de solução de NP- 
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OA's dispersas em DCM à solução precursora ótima para eletrofiação, de modo que a concen- 
tracáo de NP-OA's em relacáo á massa de polímero fosse de 8% (m/m), obedecendo ás pro- 
porções de 9:1 entre os solventes DCM e DMF, uma vez que as NP-OA's estavam dispersas 
em DCM. Foram preparadas anteriormente solucóes com 2% (m/m) e 5% (m/m) de MNP's 
para ensaios de hipertermia magnética, que seráo tratados em 4.3.2. 

A membrana magnética de fibras de PLA com 2% de NP-OA’s (m/m) foi produzida 
usando as condições fixadas de distância ao alvo de 15 cm, tensão elétrica de 20 kV e fluxo de 
0,2 mL.h1, apresentada na Figura 4-7. 


Figura 4-7 Imagem de membrana magnética de fibras porosas de PLA com NP-OA's incorporadas eletrofiadas a 
partir de solução precursora de PLA 10% (m/V) com 2% de NP-OA’s (m/m) em DCM/DME 9:1 em condições de 
eletrofiacáo de distáncia agulha-alvo de 15 cm, com tensáo elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 
mL.h! 


Esta membrana foi examinada em SEM e analisada quanto aos diâmetros das fibras 
usando o Image]. Determinou-se o valor médio de 688 + 262 nm, um pequeno incremento re- 
lativamente às fibras sem NP-OA's. A incorporação de MNP’s nesta percentagem teve pouco 
efeito no diâmetro médio das fibras. No entanto, fez aumentar o seu desvio-padrão, que se 
revela numa maior variação dos tamanhos das fibras e menor uniformidade das fibras. As 
nanofibras mais finas são expectáveis, dado que a presença das NP's de magnetite ampliam a 
condutividade elétrica da solução precursora. As fibras mais grossas devem-se ao facto de 
durante a eletrofiação ocorrer acumulação de matéria na ponta da agulha. Seguidamente a 
esta ser limpa, é ejetada uma quantidade de solução em excesso e as fibras que se formam 
nesse instante tornam-se mais grossas. Este excesso de solução aglomerada na ponta pode 
eventualmente obstruir a própria agulha. A porosidade das fibras manteve-se e pode ser vista 
na Figura 4-8, conjuntamente com os diâmetros medidos das mesmas fibras. 
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Figura 4-8 A) Imagens de SEM de nanofibras porosas de PLA com 2% NP-OA’s (m/m) incorporadas eletrofiadas 
a partir de solução precursora de PLA 10% (m/V) com 2% de NP-OA’s (m/m) em DCM/DME 9:1 em condições de 
eletrofiacáo de distáncia agulha-alvo de 15 cm, com tensáo elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 
mL.hA) x2500 B) x10000 C) x30000 (SEM-FIB) D) Respetiva distribuição de diâmetros 


De seguida, produziram-se as membranas de fibras porosas de PLA com 5% e 8% de 
massa de NP-OA's por massa de polímero, exibidas na Figura 4-9. A membrana magnética 
porosa de 8% NP-OA foi examinada por SEM e suas imagens podem ser vistas na Figura 4-10. 
Tal como se verificou com a solucáo de 2% de NP-OA's (m/m), passou a existir uma maior 
discrepáncia nos tamanhos das fibras. Feitas as medicóes destas nanofibras, obteve-se um di- 
ámetro médio de 600 + 272 nm. Na Figura 4-10 C) é particularmente percetível o aumento do 
tamanho dos poros. Esta concentracáo de NP-OA's será o valor usado também na membrana 
magnética compósita final. Na Figura 4-11, por análise EDS da composição química desta 
membrana é possível identificar a presenca de ferro. Este, encontra-se bem distribuído pelas 
fibras permitindo indiretamente concluir que as NP-OA's estáo bem dispersas pela mem- 


brana. O carbono e o oxigénio servem apenas como referéncia, por serem dos principais cons- 
tituintes do polímero. 
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Figura 4-9 Membranas magnéticas de fibras porosas de PLA com NP-OA’s incorporadas eletrofiadas a partir de 
soluções precursoras de PLA 10% (m/V) em DCM/DME 9:1 em condições de eletrofiação de distancia agulha- 
alvo de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h* A) 5% NP-OA’s (m/m) B) 

8% NP-OA (m/m) 


A 100 um B 10 um 
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Figura 4-10 Imagens de SEM de nanofibras porosas de PLA com 8% NP-OA (m/m) incorporadas eletrofiadas a 
partir de solução precursora de PLA 10% em DCM/DME 9:1 com 8% NP-OA (m/m) em condições de eletrofiação 
à distância agulha-alvo de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h'!. A) x2500 

B) x10000 C) x20000 D) Respetiva distribuição de diâmetros 
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Figura 4-11 Mapeamento por EDS de carbono, oxigénio, fósforo e ferro da membrana magnética porosa de nano- 
fibras de PLA com 8% NP-OA’s (m/m) incorporadas a partir de solução precursora de PLA 10% (m/V) em 
DCM/DMF 9:1 com 8% NP-OA (m/m) em condições de eletrofiação de distância agulha-alvo de 15 cm, com ten- 
sao elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h! 


4.1.1.2 Incorporacáo do biovidro mesoporoso 


Concluída a incorporacáo de MNP’s revestidas com OA na solucáo precursora e ele- 
trofiacáo da mesma, procedeu-se à incorporação do MBG na solução precursora, pela sua adi- 
cáo em pó a esta solucáo. Primeiramente, testou-se a adicáo de 100% de massa de MBG rela- 
tivamente á massa do polímero. No entanto, devido á consisténcia mais espessa causada pelo 
excesso de matéria e uma reducáo da condutividade elétrica, a eletrofiacáo mostrou-se bas- 
tante mais difícil. Náo só as agulhas obstruíam muito facilmente, mesmo utilizando calibre 
superior, como as fibras se formavam em pleno ar antes de atingir o alvo, como se pode ob- 
servar na Figura 4-12. A escolha deste valor foi um ponto de partida tendo em conta que 
quanto maior a quantidade de MBG nas fibras, maior a bioatividade destas numa fase futura. 


Figura 4-12 Imagem de eletrofiação da membrana de nanofibras de PLA com 100% de MBG (m/m) a partir de 
solução precursora de PLA 10% (m/V) em DCM/DME 9:1 com 100% de MBG (m/m) em condições de eletrofiacáo 
de distancia agulha-alvo de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h?! 
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Alternativamente, procedeu-se à preparação e eletrofiação de duas soluções precurso- 
ras, uma com 50% (m/m) de MBG e outra com 75% (m/m). A membrana com 50% (m/m) de 
MBG pode ser observada na Figura 4-13. 
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Figura 4-13 Imagens de SEM de nanofibras porosas de PLA com 50% de MBG (m/m) a partir de solução precur- 
sora de PLA 10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 com 50% de MBG (m/m) em condições de eletrofiação de distância 
agulha-alvo de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h" A) x2500 B) x10000 
C) x20000 D) Respetiva distribuição de diâmetros 


Estas fibras apresentam um diámetro superior quando comparadas com todos os ou- 
tros tipos de membrana até agora vistos. Duma forma geral, as fibras tornaram-se mais incon- 
sistentes, variando o valor de diámetro largamente e apresentando uma superfície mais ru- 
gosa, parcialmente devido aos poros. O MBG sintetizado laboratorialmente tem dimensões 
de aproximadamente 200 nm depois da moagem, porém facilmente aglomera, o que explica 
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14 A) Imagens de SEM de nanofibras porosas de PLA com 75% de MBG (m/m) a partir de soluç 
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Constata-se que a discrepáncia na grossura ao longo da fibra aumentou, possuindo 


uma enorme variacáo de diámetro ao longo da fibra. O diámetro médio estimado para estas 
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fibras é de 1,275 + 0,875 pm. 


Comparando as duas últimas membranas produzidas, conclui-se que a solucáo com 
50% (m/m) de MBG dá origem a fibras mais finas e mais consistentes, isto é, de menor valor 
de diámetro médio e desvio-padráo. Esta última membrana foi também examinada em TEM 
onde é possível identificar o MBG pelo seu tamanho e irregularidade relativamente ás fibras, 
na Figura 4-15. 


Figura 4-15 Imagens de TEM de fibras porosas de PLA com 50% de MBG (m/m) a partir de solução precursora de 
PLA 10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 com 50% de MBG (m/m) em condições de eletrofiação de distância agulha- 
alvo de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h*A) x2000 e B) x10000 


Pelo EDS na Figura 4-16 confirma-se a presenca de carbono e oxigénio presentes no 
PLA conjuntamente fósforo, silício e cálcio, os quais fazem parte da composicáo do MBG. A 
proporcáo de 50% de MBG (m/m) por massa de polímero foi entáo a escolhida para a mem- 
brana final com NP-OA's conjuntamente com o MBG. 
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Figura 4-16 Mapeamento por EDS de carbono, oxigénio, fósforo, silício e cálcio de fibras porosas de PLA com 
50% de MBG (m/m) a partir de solução precursora de PLA 10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 com 50% de MBG 
(m/m) em condições de eletrofiação de distancia agulha-alvo de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e 
taxa de trabalho de 0,2 mL.h? 


4.1.1.3 Membrana magnética compósita 


Por fim, testou-se a solucáo precursora com ambas as NP-OA's e MBG. Procedeu-se á 
eletrofiacáo usando as condições definidas no inicio da fase de otimização de distância agu- 
lha-coletor de 15 cm, tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h1. As 
membranas magnéticas compósitas produzidas foram de seguida observadas por SEM. As 
imagens recolhidas e respetiva distribuição de diámetros das fibras podem ser vistas na Fi- 
gura 4-17. Determina-se que o diámetro médio destas fibras é de 758 + 256 nm. Tendo em 
conta que foram incorporados dois componentes, pouco variou o tamanho e consisténcia das 
fibras. A membrana reteve a sua porosidade, sendo observáveis em todas as fibras analisadas, 
principalmente nas porções de fibras mais grossas, cujos poros também são maiores. Esta 
membrana foi examinada através de TEM e as suas imagens podem ser vistas na Figura 4-18. 
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Figura 4-17 A) Imagens de SEM de nanofibras porosas de PLA com NP-OA's e MBG a partir de solução precur- 


(m/V) em DCM/DMF 9:1 com 8% de NP-OA’s (m/m) e 50% de MBG (m/m) em condições de 


eletrofiacáo de distáncia agulha-alto de 15 cm, com tensáo elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 


% 


sora de PLA 10 


mL.hA) x2500 B) x10000 C) x20000 D) Respetiva distribuição de diámetros 
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Figura 4-18 Imagens de TEM de nanofibras porosas de PLA com NP-OA’s MBG a partir de solugáo precursora 
de PLA 10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 com 8% de NP-OA’s (m/m) e 50% de MBG (m/m) em condições de eletrofi- 
ação de distância agulha-alto de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h" A) 
x2000 e B) x10000 


Em ambas as imagens de TEM, observa-se a presenca de MBG que aumenta bastante 
o tamanho da fibra e impede a transmissáo eletrónica (zonas escuras). É também distinguível 
a presenca das NP-OA’s nas fibras mais finas (pigmentos escuros), ao contrário da membrana 
apenas com MBG, onde os pigmentos escuros das NP-OA’s náo sao percetíveis. Realizou-se 
EDS a esta membrana magnética compósita, onde se detetou a presenca de oxigénio e carbono 
predominantemente do PLA, calcio, fósforo e silicio do MBG e ferro das NP-OA's. O mapea- 
mento por EDS pode ser visto na Figura 4-19. Assim, conclui-se que tanto as NP-OA's como 


Figura 4-19 Mapeamento por EDS de carbono, oxigénio, fósforo, silício, cálcio e ferro em fibras da membrana 
magnética compósita de PLA com NP-OA’s e MBG a partir de solucáo precursora de PLA 10% (m/V) em 


DCM/DMF 9:1 com 8% de NP-OA’s (m/m) e 50% de MBG (m/m) em condições de eletrofiação de distancia agu- 
lha-alto de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h? 


o MBG foram incorporados nas fibras de PLA. 
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4.1.2 Membrana de fibras sem poros 


Paralelamente, foram desenvolvidas membranas usando solventes menos convencio- 
nais, neste caso, o TFA. A escolha deste solvente partiu de literatura que apontava que fibras 
produzidas usando o TFA, devido á sua elevada condutividade elétrica, teriam diámetros 
bem menores dos que usando DCM e DMF, no intervalo de 100-200 nm [6] [73]. Em contra- 
partida, teriam de ser usadas taxas de trabalho menores e poderiam náo reter a sua porosi- 
dade. Estudou-se a possibilidade da formacáo de poros usando o DCM conjuntamente com o 
TFA. Seguindo os avanços da membrana de fibras porosas, foram preparadas soluções de 
DCM/TFA na proporcáo de 1:1 com PLA a 20% (m/V). Esta solucáo foi testada em eletrofia- 
cáo, replicando parámetros semelhantes aos da membrana de fibras porosas, com excecáo da 
distáncia ao alvo, dado que o campo elétrico náo demonstrou a capacidade de coletar fibras 
distantes, mesmo a tensões elevadas de 20 kV. Os parámetros testados foram as distâncias 
agulha-coletor de 10-15 cm e taxas de trabalho de 0,1 e 0,2 mL.h", com tensão elétrica fixa a 20 
kV. A agulha usada foi de calibre G27. Foi possível a eletrofiacáo, coletando fibras dispersas 
numa grande área, sem perturbacóes durante o processo, como acumulacáo de solucáo na 
ponta da agulha. Estas amostras de teste foram analisadas em SEM e os diámetros das fibras 
foram posteriormente medidos usando o Image]. Estes resultados podem ser visualizados na 
Tabela 4-3. A melhor destas amostras foi a eletrofiada a 10 cm de distancia ao coletor, a 20 kV 
de tensão elétrica com uma taxa de trabalho de 0,2 mL.h+, que apresenta um diâmetro médio 
de 458 + 103 nm. As imagens SEM desta amostra podem ser vistas na Figura 4-20. 


Tabela 4-3 Parâmetros de eletrofiação e diámetro médio das fibras de membrana de PLA a partir de solução pre- 
cursora de PLA 20% (m/V) em DCM/TFA 9:1 analisadas em SEM e Image] 


Condições atmosféricas Parámetros variáveis Resultados 


panda Tensáo Taxa de 
Temperatura | Humidade Rela- Agulha- ee Média | Desvio-padrao 
(°C) tiva (%) coletor PE (nm) (nm) 

i ca (kV) (mL/h) 


21,4 38 10 20 0,1 473 121 


21,4 37 10 20 0,2 458 103 


21,4 38 20 0,1 519 110 


21,4 37 20 0,2 600 211 


21,4 39 20 0,1 511 140 


21,4 39 20 0,2 535 211 


Os diámetros das fibras produzidas usando DCM e TFA como solventes nas proporções refe- 
ridas produziu fibras de tamanho semelhante aos da membrana de fibras com poros somente 
com polímero, com maior uniformidade. Nao foi alcancada a porosidade e tendo isso em 
conta, testaram-se dois outros sistemas binários de solvente com o objetivo de fabricar fibras 
mais finas sem ter em conta o aparecimento de poros. O facto de estes não serem observáveis 
pode ser consequência das dimensões extremamente reduzidas das fibras e ser necessário um 
equipamento de observação de maior resolução. No entanto, aquando da incorporação de NP- 
OA's e MBG, que serão discutidos respetivamente em 4.1.2.1 e 4.1.2.2, irá ocorrer um aumento 
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do tamanho destas fibras, confirmando que o uso destes dois solventes em conjunto nao per- 
mite porosidade. Duas soluções foram preparadas, com as proporções de DCM/TFA de 2:1 e 
1:1. Estas foram submetidas a eletrofiacáo usando os parámetros semelhantes aos referidos 
anteriormente de distáncias agulha-coletor de 10-15 cm com tensáo elétrica de 17,5-20 kV e 
fluxo de 0,1 e 0,2 mL.h1. As suas amostras foram de seguida analisadas em SEM e Image]. Os 
diámetros medidos podem ser observados na Tabela 4-4 para o sistema DCM/TFA 2:1 e na 
Tabela 4-5 para o sistema DCM/TFA 1:1. 
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Figura 4-20 Imagens de SEM de nanofibras não-porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de 
PLA 20% (m/V) em DCM/TFA 9:1 em condições de eletrofiação de distância agulha-alto de 10 cm, tensão de 20 
kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.hA) x2500 e B) x10000 


Tabela 4-4 Parâmetros de eletrofiação e características das amostras de nanofibras eletrofiadas a partir de solução 
precursora de PLA 20% (m/V) em DCM/TFA 2:1 analisadas em SEM e Image] 


REET E ae 
Tempera- do RE Distância Tensão Taxa de tra 


y Agulha- Elétrica balho 
o, O, 
nec) EnA coletor (cm) (kV) (mL/h) 


20,8 41 10 20 0,1 
20,8 42 10 20 0,2 
20,7 42 20 0,1 
20,7 42 20 0,2 
20,8 43 20 0,1 
20,5 42 20 0,2 
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precursora de PLA 20% (m/V) em DCM/TFA 1:1 analisadas em SEM e Image] 


Condições atmosféricas 


Parámetros variáveis 


Tabela 4-5 Parámetros de eletrofiacáo e características das amostras de nanofibras eletrofiadas a partir de solucáo 


Resultados 


Tempera- 
tura (°C) 


Humidade Rela- 
tiva (%) 


Distáncia 
Agulha- 
coletor (cm) 


Tensáo 
Elétrica 
(kV) 


Taxa de tra- 
balho 
(mL/h) 


Média 
(nm) 


Desvio-padráo 
(nm) 


21,6 


38 


10 


17,5 


0,05 


272 


74 


21,6 


37 


10 


17,5 


0,1 


180 


56 


21,5 


37 


10 


20 


0,05 


208 


55 


36 


10 


34 


21,6 20 0,1 198 

Como resultado do aumento de volume de TFA e diminuição de DCM nas soluções 
anteriormente referidas, os diámetros das fibras reduziram consideravelmente. A menor e 
mais uniforme destas amostras foi a J3, feita usando DCM/TFA 1:1 a 10 cm de distáncia agu- 
lha-alto, tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h1, que apresenta um 
diámetro aproximado de 180 + 56 nm. Esta, pode ser visualizada na Figura 4-21 e Figura 4-22. 


EE 4 


( 


Figura 4-21 Imagem de membrana de nanofibras não-porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora 
de PLA 20% (m/V) em DCM/TFA 1:1 em condições de eletrofiação de distância agulha-alto de 10 cm, tensão elé- 
trica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h* 


46 


i 180 + 56 nm 
0,35 H Se 
0,30 | 
y) 
> L 
o 0,25 H 
Do 
È L 
© 02+ 
[a] 
E a 
S o15L 
2 0. 
e f gs 
p <A 
* 0.10 les 
seseo Reesea 
[ Poo 1059925 
RSS PESKY 
i SA poe 
. EA Bes 
0,00 x 
N N N 
SS se a A Ss y $ K 
o © o P $ SS $ 
E Intervalos de Diámetros (nm) 


Figura 4-22 Imagens de SEM de nanofibras não-porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de 
PLA 20% (m/V) em DCM/TFA 1:1 em condições de eletrofiação de distância agulha-alto de 10 cm, tensão elétrica 
aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h* A) x2500 e B) x10000 C) Respetiva distribuição de diámetros 


4.1.2.1 Incorporação das nanopartículas magnéticas 


De seguida, procedeu-se a incorporacáo das NP-OA’s na solucáo precursora. Seguiu- 
se o valor de concentracáo da membrana magnética porosa, 8% de NP-OA's (m/m) por massa 
de polímero. A eletrofiação foi realizada nas condições anteriores de distância de trabalho de 
10 cm, tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h. A membrana mag- 
nética produzida foi analisada em SEM e os seus diámetros medidos através do Image], que 
podem ser observadas na Figura 4-22. 
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Figura 4-23 Imagens de SEM de nanofibras náo-porosas de PLA com NP-OA’s eletrofiadas a partir de solução 


precursora de PLA 20% (m/V) com 8% de NP 


-OA’s (m/m) em DCM/TFA 1:1 em condições de eletrofiação de dis- 


tância agulha-alto de 10 cm, tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h* A) x2500 e B) 


x10000 C) Respetiva distribuição de diámetros 


A semelhanca da membrana de fibras porosas, a incorporacáo de NP-OA’s nas fibras 


` 


âmetro com maior dispersão de valores. O diâmetro médio 


não-porosas fez aumentar o seu di 


destas fibras é de 259 + 85 nm. Estas fibras foram também analisadas por EDS para comprovar 


24, existe uma distribui- 


a presença de ferro na sua constituição. Como se observa na Figura 4- 


ão ao longo 


forme de ferro pela membrana magnética, sendo evidente a sua disposiç 


ção uni 


das fibras. 
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Figura 4-24 Mapeamento por EDS de ferro em fibras da membrana magnética de PLA com NP-OA’s eletrofiadas 
a partir de solução precursora de PLA 20% (m/V) com 8% de NP-OA’s (m/m) em DCM/TFA 1:1 em condições de 
eletrofiação de distância agulha-alto de 10 cm, tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h! 


4.1.2.2 Incorporação do biovidro mesoporoso 


De seguida, incorporou-se o MBG nas fibras náo-porosas. De modo a maximizar a 
presenca de MBG para maximizar a bioatividade destas fibras, adicionou-se 100% de massa 
de MBG por massa de PLA à solução precursora e fazer eletrofiacáo usando os parámetros de 
distáncia de trabalho de 10 cm, tensáo elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,1 
mL.h-“ A tensão elétrica aplicada durante a eletrofiacáo teve de ser aumentada para amplificar 
a forca de campo eletrostático e compensar a diminuicáo de condutividade da solucáo pre- 
cursora causada pela adicáo do MBG. Foi produzida uma membrana com menor dispersáo 
no coletor do que as membranas de fibras sem poros anteriores. As fibras desta membrana 
podem ser visualizadas na Figura 4-25. Pela Figura 4-25 A) é possível identificar pequenos 
aglomerados de MBG nas fibras, dado o seu volume superior a estas. Usando estas condições 
de eletrofiacáo, as fibras produzidas tém um diámetro médio de 235 + 69 nm. Até agora, as 
fibras analisadas sáo distintas umas das outras, simplesmente sobrepostas em camadas. Ao 
contrário destas, algumas fibras náo-porosas com MBG da Figura 4-25 aparentam estar fun- 
didas em algumas zonas de interseção. Isto pode ser explicado ou por reações entre o TFA e 
o MBG devido à elevada acidez do solvente e aos catiões presentes na composição do MBG 
que aumentam o pH do meio [74], ou pela presença de uma elevada quantidade de matéria, 
isto é, PLA e MBG relativamente ao volume dos solventes, cuja evaporação poderá tornar-se 
mais difícil entre a agulha e o coletor e somente depois de atingir o alvo é que se dá a sua 
evaporação completa, unindo fibras distintas. As fibras foram analisadas por TEM e podem 
ser vistas na Figura 4-26. 
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Figura 4-26 Imagens de TEM de nanofibras náo-porosas de PLA com MBG eletrofiadas a partir de solução pre- 
cursora de PLA 20% (m/V) com 100% de MBG em DCM/TFA 1:1 em condicóes de eletrofiacáo de distancia agu- 
Tha-alto de 10 cm, tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h'! A) x6000 e B) x15000 


Nestas imagens observa-se a presenca de MBG tanto no interior com á superfície das 
nanofibras. No entanto, comparando estas imagens TEM das fibras náo-porosas com as poro- 
sas na Figura 4-15, nota-se que a quantidade de MBG é consideravelmente inferior nas nano- 
fibras náo-porosas. Isto náo é expectável dado que nestas fibras foi incorporado 4 vezes mais 
MBG do que nas fibras porosas. Isto poderá ser explicado por alguma reacáo do MBG que 
terá dissociado ou transformado os elementos químicos que o compóem, possivelmente de- 
vido á elevada acidez do TFA. 


4.1.2.3 Membrana magnética compósita 


Por fim, foram incorporadas ambas NP-OA's e MBG a solucáo precursora da mem- 
brana de fibras sem poros, respetivamente em concentrações de 8% (m/m) e 100% (m/m). 
Esta solução foi eletrofiada nas condições definidas anteriormente de distância agulha-alvo 
de 10 cm, tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,1 mL.h-. Foi eletrofiada 
com sucesso a membrana magnética compósita de fibras náo-porosas. Tal como na membrana 
de fibras náo-porosas somente com MBG, ocorreu menor dispersáo das fibras no alvo, isto é, 
a membrana ficou mais concentrada numa menor área do coletor. As fibras desta membrana 
magnética compósita tém um diámetro médio de 262 + 67 nm, semelhante ao da membrana 
magnética de fibras sem poros. As fibras desta membrana podem ser visualizadas na Figura 
4-27. 
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Figura 4-27 Imagens de SEM de nanofibras não-porosas de PLA com NP-OA’s e MBG eletrofiadas a partir de 
solução precursora de PLA 20% (m/V) com 8% NP-OA's (m/m) e 100% de MBG em DCM/TFA 1:1 em condições 
de eletrofiação de distância agulha-alto de 10 cm, tensão elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 
mL.h* A) x2500 B) x10000 C) Respetiva distribuição de diámetros 


Sáo observáveis aglomerados de MBG nas fibras, tal como na membrana de fibras sem 
poros e com MBG anterior, na Figura 4-25. As MNP's náo sáo observáveis por SEM devido á 
resolução não ser suficiente. Estas fibras não-porosas foram também analisadas em TEM e 
estão apresentadas na Figura 4-28. Na imagem da Figura 4-28 A) são observáveis aglomerados 
de MBG (massas escuras). Quanto ás NP-OA's (pontos escuros), estas são mais visíveis ao 
longo das fibras na imagem da Figura 4-28 B). Em suma, confirma-se presença de ambas as 
NP-OA's e MBG nesta membrana magnética compósita de fibras sem poros. 
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solução precursora de PLA 20% (m/V) com 8% NP-OA’s (m/m) e 100% de MBG em DCM/TFA 1:1 em condições 
de eletrofiacáo de distáncia agulha-alto de 10 cm, tensáo elétrica aplicada de 17,5 kV e taxa de trabalho de 0,1 
mL.h A) x5000 B) x20000 


4.2 FTIR 


4.2.1 Membrana de fibras com poros 


No espetro FTIR da membrana de fibras porosas de PLA, apresentado na Figura 4-29, 
existem cinco bandas de transmitáncia relevantes. A primeira banda observável situa-se a 
2995 cm” correspondente a vibração das ligações químicas C-H dos grupos CH3. Existem três 
bandas relativas a ligações duplas C=O dos grupos carboxílicos, a 1759 cm”, 1455 cm e 1360 
cm1, sendo esta última a mais forte. A banda de absorção mais forte do espectro da ligação 
éster C-O-C a 1185 cm [75]. 

Para o espectro FTIR da membrana magnética porosa, estáo presentes todas as bandas 
relativos ao PLA, para além de outros, como se pode ver na Figura 4-30 A). Duas novas bandas 
característicos das NP-OA's são elongações simétrica a 2921 cm” e assimétrica a 2849 cm”, 
ambas de ligações CH», muito próximos do pico de CH; do PLA. De seguida, existe uma 
banda em comum com o PLA a 1710 cm” da ligação C=O do grupo carboxilo. A 1521 cm! e 
1434 cm” temos mais uma vez bandas relativas a elongações simétricas e assimétricas das 
ligações vs: COO- e Vas: COO-, respetivamente [76]. 
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Figura 4-29 Espectro FTIR da membrana de fibras porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de 
PLA 10% (m/V) em DCM/DMEF 9:1 em condições de eletrofiação de distancia agulha-alto de 15 cm, com tensão 
elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h? 
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Figura 4-30 Espectros FTIR da membrana de fibras porosas de PLA eletrofiadas a partir de solução precursora de 
PLA 10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 em condições de eletrofiação de distancia agulha-alto de 15 cm, com tensão 
elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho de 0,2 mL.h A) 8% NP-OA's (m/m) B) 50% de MBG (m/m) 


Para o espectro da membrana de PLA só com MBG existem bandas ainda náo obser- 
vados anteriormente, apresentado na Figura 4-30 B). Existem 2 bandas a 1455 e 870 cm” cor- 
respondentes a ligações de elongacáo da ligação carbonato C-O. Também é observável a liga- 
ção de elongamento simétrico de Si-O a 789 cm-1. Entre os 1250-1000 cm” a ligação de elon- 
gamento assimétrico de Si-O-Si. A 874 cm uma vibração curva assimétrica da ligação de ou- 
tra ligação C-O e ligação de elongamento assimétrico a 1652 cm” de outro grupo carboxilo 
C=O. Há duas bandas a 568 e 602 cm” representativos das ligações P-O da HCA cristalina. Há 
ainda ligações a 1056, 605 e 565 cm”! relativos a ligações curvas de P-O [77] [78] [79] [80]. É de 


54 


notar que existe uma banda entre 3700 e 2750 cm” correspondente à absorção de água da 
humidade atmosférica [81]. 

Por fim, o FTIR da membrana magnética compósita porosa, na Figura 4-31, apresenta 
as mesmas bandas já vistos anteriormente. A única diferenca está na banda perto dos 500 cm- 
1, correspondente a perda de definicáo do equipamento. 
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Figura 4-31 Espectro FTIR de membrana de fibras porosas de PLA com NP-OA’s e MBG eletrofiadas a partir de 

solução precursora de PLA 10% (m/V) em DCM/DMF 9:1 com 8% NP-OA’s (m/m) e 50% de MBG (m/m) em con- 

dições de eletrofiação de distancia agulha-alto de 15 cm, com tensão elétrica aplicada de 20 kV e taxa de trabalho 
de 0,2 mL.h* 


4.2.2 Membrana de fibras sem poros 


Esta caracterização não foi realizada devido a restrições de tempo. Contudo não é de 
esperar diferenças, relativamente aos resultados obtidos para as membranas porosas. 


4.3 Ensaios de tração 


4.3.1 Membrana de fibras com poros 


Os ensaios de tração demonstraram diferentes comportamentos mecânicos entre 
membranas de fibras porosas diferentes. As membranas de fibras não-porosas não foram tes- 
tadas devido a restrições temporais. A Figura 4-32 mostra as curvas de tensão-deformação das 
amostras dos vários tipos de membrana de fibras porosas de PLA. A partir dos resultados 
obtidos, foram retirados os valores de módulo de Young (E), tensão de cedência ( o c) e tensão 


de rutura (o rut) que podem ser observados na Figura 4-32. 
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A membrana somente polimérica foi a que exibiu uma maior resisténcia á tracáo, com 
um limite elástico reduzido e uma zona de deformacáo plástica significativa. Isto é expectável 
dado que, para além de o PLA ser um bioplástico, os poros conferem rigidez á estrutura das 
fibras, resistindo mais a forcas de estiramento do que comparado a fibras de PLA sem poros. 
No entanto, esta mesma porosidade reduz a sua capacidade de elongamento e zona de defor- 
macáo. [82]. 


—— PLA 
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—— PLA c/ BG 
—— PLA c/ NP-OA's & BG 
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Figura 4-32 Curvas de tracáo para os diferentes tipos de membrana de fibras com poros de PLA (preto), PLA com 
NP-OA’s (vermelho), PLA com MBG (azul) e PLA com NP-OA’s e MBG (verde) 


Quer o MBG, quer as MNP's funcionam como plastificante da estrutura das fibras de 
PLA, provocando uma reducáo nos valores do módulo de Young, tensáo de cedéncia e tensáo 
de rutura [83] [84] [85]. Em qualquer dos casos, este efeito se deve a formacáo de agregados 
de MBG e/ou MNFP's, tal como verificado anteriormente. 
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Tensáo (MPa) 


Figura 4-33 Parámetros mecánicos para os diferentes tipos de membrana de fibras com poros: Módulo de Young 
(E), tensão de cedência ( o c) e tensão de rutura (o RUT) 


4.3.2 Membrana de fibras sem poros 


Esta caracterização não foi realizada devido a restrições de tempo. 
4.4 Hipertermia Magnética 


4.4.1 Membrana de fibras com poros 


Como primeiro ensaio de hipertermia magnética, foi estudado o efeito da concentra- 
ção de MNP's revestidas com OA na produção de calor. Foram preparadas três membranas 
distintas com concentrações diferentes de NP-OA's, sendo estas 2%, 5% e 8% (m/m) da massa 
de polímero. Cada tipo de membrana foi testado, preparando três amostras individuais, cada 
uma com 20 mg de massa total. As condições dos ensaios foram um campo magnético apli- 
cado de 300 Gauss com frequência de 418,5 kHz durante 10 minutos. Os resultados estão apre- 
sentados na Figura 4-34 A). 
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Figura 4-34 Variação de temperatura em membranas de nanofibras porosas de PLA com A) 2%, 5% e 8% de NP- 
OA’s (m/m) B) 8% NP-OA’s (m/m) consoante a presença de MBG (B). 

Notoriamente, quanto maior a concentração de NP-OA's, maior será o aumento de 
temperatura. A taxa de aquecimento consoante a quantidade de NP-OA's varia de forma li- 
near e crescente. O máximo de variação de temperatura verifica-se na amostra de 8% de NP- 
OA's (m/m), que se traduz numa massa de 1,6 mg de NP-OA's na amostra, sendo esta varia- 
ção de temperatura de 14,9 + 1,25 °C. De seguida, foi estudado o impacto da presença do MBG 
na libertação de calor. Assim, foram submetidas ao ensaio de hipertermia magnética amostras 
de membrana com MBG incorporado conjuntamente com as NP-OA's. Dado que a adição de 
MBG provoca um acréscimo significativo da sua massa total da membrana, esta foi ajustada 
de forma a manter a mesma quantidade de NP-OA's que a membrana somente com NP-AO's, 
sendo usada para esta amostra a massa de 30 mg neste ensaio. Os valores de variação de tem- 
peratura das amostras de 8% NP-OA's (m/m) com e sem MBG podem ser observados na Fi- 
gura 4-34 B. Observa-se que a taxa de hipertermia magnética tanto na ausência como na pre- 
sença de MBG pouco varia. Isto significa que apesar da possibilidade das NP-OA's estarem 
cobertas por MBG, a libertação de energia por hipertermia não se altera, principalmente sendo 
o MBG e não reter o calor graças à sua porosidade. Com o MBG presente, este tipo de fibras 
aumentou a sua temperatura 16,4 + 0,57 °C. 

Através dos dados dos ensaios de hipertermia magnética, foram calculados os valores 
de SAR destas amostras. Usando o valor tabelado para a capacidade térmica mássica da mag- 
netite de c(Fe 304) = 0,16 Kcal. Kg” !.Kg”!, obtêm-se os valores apresentados na Figura 4-35. 
Como seria expectável, a SAR das NP-OA’s mantém-se constantes independentemente da sua 
concentração na solução, dado que a SAR é a potência gerada por quantidade de MNP's e o 
seu valor não depende da quantidade e consequentemente concentração das NP-OA's nas 
amostras. O valor médio obtido da SAR das NP-OA's em fibras porosas com MBG presente 
foi de 80,7 + 6,95 W.g1. Comparando entre amostras sem e com MBG, nota-se que a presença 
de MBG nas amostras é muito pouco relevante e mesmo negligenciável relativamente à pro- 
dução de calor. Seria de esperar que as fibras com MBG apresentassem um valor de SAR me- 
nor pois o revestimento de MBG ao longo da fibra poderia impedir a libertação de calor para 
o meio. No entanto, tal não verificou, possivelmente por causa da porosidade tanto do MBG 
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como das nanofibras, que conferem uma maior área de superfície, e assim tém um maior con- 
tacto com o exterior. 
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Figura 4-35 SAR das amostras de membranas porosas de PLA com NP-OA’s submetidas a hipertermia magnética 


Sendo um dos objetivos finais da membrana atingir os 40-42 °C, é necessário apenas 
um aquecimento de 5 °C por parte das NP-OA's. Pelos dados obtidos, a concentração de 2% 
(m/m) não é suficiente para atingir este aumento no período delimitado de 10 minutos, po- 
rém, é possível que prolongando a duração da magnetização isto seja possível. Uma melhor 
opção será o uso da concentração de 8% de NP-OA’s (m/m), com uma maior capacidade de 
aquecimento, mesmo na presença de MBG. Neste caso, existe a vantagem adicional do aque- 
cimento de 5 °C ser atingido mais rapidamente do que para concentrações mais reduzidas, 
diminuindo assim o tempo a que o tecido seja submetido a campos magnéticos externos H. 


4.4.2 Membrana de fibras sem poros 


Na membrana de fibras não-porosas de PLA não foi possível realizar ensaios com di- 
ferentes concentrações de NP-OA's incorporadas por restrições de tempo e materiais necessá- 
rios. No entanto, foi possível executar ensaios de hipertermia com a amostra de 8% de NP- 
OA's (m/m) na ausência e presença de 100% de MBG (m/m). Pela Figura 4-36, observa-se 
que a presença de MBG na membrana de fibras não-porosas tem influência na variação de 
temperatura, apesar de pouca. Isto pode ser explicado pela quantidade de MBG presente nes- 
tas fibras não-porosas. Devido à elevada massa de MBG presente nesta amostra, a sua poro- 
sidade permitirá uma melhor libertação de calor para o meio. Tal não acontece com as fibras 
não-porosas sem MBG, que por não terem MBG na sua constituição não têm este mecanismo 
de dispersão de calor. Assim, estas retêm mais energia gerada pelas NP-AO's do que compa- 
rado com as fibras não-porosas com MBG. Neste tipo de membranas de fibras sem poros com 
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MBG presente houve um aquecimento de aproximadamente 3,8 + 0,53 °C e um SAR de 22,2 + 
1,53 W.g1. Na Figura 4-36, apresentam-se o SAR de ambas as amostras de membrana de fibras 


sem poros com e sem MBG. 
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Figura 4-36 A) Variação de temperatura e B) SAR das amostras de membranas de nanofibras não-porosas de PLA 
com NP-OA’s submetidas a hipertermia magnética consoante a presença de MBG (% m/m) 


Por fim, foram comparadas as variações de temperatura entre membranas de fibras 
porosas e fibras não-porosas, que podem ser visualizadas na Figura 4-37. É possível observar 
que independentemente da presença ou ausência de MBG, é notória uma grande diferença 
entre variação de temperatura e SAR entre amostras com poros e sem poros. Comparando 
amostras homólogas das membranas de fibras porosas e não-porosas, com MBG para além 
das NP-OA’s, estima-se que as fibras porosas tenham uma capacidade de hipertermia 4x su- 
perior às não-porosas. Essa discordância vem do facto da membrana de fibras não-porosas ser 
constituída por massas muito superiores à da membrana de fibras porosas, tanto de polímero 
como MBG. Ambos estes componentes estão presentes no dobro da quantidade e isso revela- 
se no facto da membrana de fibras sem poros a massa de NP-OA's ser 2,5% da massa total 
enquanto na membrana de fibras porosas as NP-OA's constituem 5% do seu total de massa. 
Para além da diferença de massa de NP-OA's por amostra, uma razão que explica as fibras 
não-porosas aquecerem menos é a densidade material, isto é, dado que este tipo de membrana 
tem mais polímero e MBG e existe maior dissipação de calor pela matéria que a constitui sem 
que esta seja libertada para o exterior. 
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Figura 4-37 Comparação variação de temperatura entre amostras de membranas com fibras porosas de PLA com 
NP-OA’s e amostras de membranas com fibras náo-porosas de PLA com NP-OA’s 


4.5 Ensaio de Bioatividade 


4.5.1 Membrana de fibras com poros 


Neste ensaio de bioatividade, foram testados trés tipos de membrana de fibras poro- 
sas: membrana somente composta por PLA, membrana polimérica com MBG e membrana 
magnética compósita com NP-OA's e MBG. Durante os vários períodos de tempo foi quanti- 
ficada a presenca de trés elementos em particular: silício, cálcio e fósforo. Estes sáo os princi- 
pais átomos que compóem o MBG, em quantidades diferentes. Estas iráo variar proporcional- 
mente durante a transição do MBG para HCA. Como foi explicado em Bioatividade2.5.1, sais 
como o calcio e o fósforo do meio fisiológico, provenientes do SBF, iráo interagir com o silício 
da camada superficial do MBG. Tendo isto em conta, é expectável a concentração de silício 
das fibras com MBG decresca ao longo do tempo, e, por contrapartida, a concentracáo de cál- 
cio e fósforo aumentem. Neste ensaio, a membrana sem MBG serviu de controlo para demons- 
trar que a ausência de MBG não provoca reações de formação de HCA e as concentrações dos 
elementos referidos permanecem constantes. As concentrações de cálcio, fósforo e silício ao 
longo dos 10 dias foram quantificadas através de EDS e podem ser observadas na Tabela 4-6. 
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Como é observável, as concentrações elementares pouco variam ao longo do tempo, 


sendo estas desprezáveis. Do total dos três elementos, o fósforo foi o que esteve mais concen- 


trado. Apesar do PLA ser composto maioritariamente por carbono, hidrogénio e oxigénio, a 
presença do fósforo nas fibras é facilmente justificada como tendo sido absorvido do meio, 
enriquecido com sais pelo SBF. Para as fibras contendo MBG, já se observou uma elevada 
variação nas concentrações de todos os elementos. Esta variação pode ser observada na Figura 


4-38 e Tabela 4-7. 


Tabela 4-6 Concentração atómica de cálcio, fósforo e silício da membrana de fibras com poros de PLA ao longo 
de um período de 10 dias 


Elementos Tempo (dias) 
químicos 


Cálcio 


10 


Fósforo 


Silício 
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Figura 4-38 Concentração de cálcio, fósforo e silício da membrana de fibras com poros de PLA com MBG durante 


o período de 10 dias 


Tabela 4-7 Concentração de cálcio, fósforo e silício da membrana de fibras com poros de PLA com MBG durante 
o período de 10 dias 


Elementos Tempo (dias) 
químicos 0 1 10 


Calcio 11,8% 


52,8% 


Fósforo 29,4% 


46,8% 


Silício 58,8% 
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0,4% 


Partindo do primeiro dia, podem observar-se as proporções dos elementos químicos 
que compõem o MBG escolhido para este trabalho, o BG80515C5P. O silício constitui 80% das 
fibras, o cálcio 15% e o fósforo 5% à semelhança do MBG utilizado, isto se excluirmos os outros 
elementos presentes. Ao longo do tempo a concentração de silício decresce gradualmente e o 
contrário acontece para o cálcio e o fósforo. No fim do ensaio, o rácio de Ca-P é de 1,13. Even- 
tualmente, este valor poderia crescer mais, caso o período de tempo testado fosse superior. 
Expecta-se que este valor estabilize na razão de 1,67, razão de cálcio para fósforo na HCA [55]. 
O valor final extremamente baixo do silício é inesperado, mas pode ser resultado de uma aná- 
lise EDS numa zona pontualmente mais pobre neste elemento. Ainda assim, demonstra-se a 
bioatividade da membrana. Por fim, são apresentados os resultados da bioatividade na mem- 
brana magnética compósita porosa com NP-OA’s e MBG na Figura 4-39 e Tabela 4-8. Para esta 
membrana, é de notar que para obter o gráfico da Figura 4-39, foi necessário ignorar os resul- 
tados do 1º dia, apresentados na Tabela 4-8. Os valores observados de concentrações não cor- 
respondem ao expectado, existindo uma discrepância entre estes e os valores do dia anterior 
(dia 0) e dia posterior (dia 3). Nesta amostra, tal como na anterior, as proporções químicas do 
MBG nas fibras iniciam-se com os valores esperados, isto é, elevada concentração de silício e 
baixas concentrações de cálcio e fósforo. Ao longo do tempo, o silício decresce e o fósforo sobe, 
permanecendo em níveis semelhantes. Seria de esperar que o cálcio interagisse com o silício 
das fibras, aumentando a concentração de cálcio e, consequentemente, diminuísse a concen- 
tração do silício. 
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Figura 4-39 Concentracáo de calcio, fósforo e silicio da membrana de fibras com poros de PLA com NP-OA’s e 
MBG durante o período de 10 dias 
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Tabela 4-8 Concentracáo de calcio, fósforo e silicio da membrana de fibras com poros de PLA com NP-OA’s e 
MBG durante o período de 10 dias 


Elementos 
químicos 


Cálcio 


Fósforo 


Silício 


4.5.2 Membrana de fibras sem poros 


Esta caracterizacáo náo foi realizada devido a restricóes de tempo. 
4.6 Citotoxicidade 


4.6.1 Membrana de fibras com poros 


Como foi referido, foram testados 4 tipos de membrana de fibras porosas: membrana 
somente polimérica (1), membrana polimérica com NP-OA’s (2), membrana polimérica com 
MBG (3) e membrana polimérica com NP-OA’s e MBG (4). Cada membrana foi testada em 5 
concentrações diferentes, partindo de 20 mg.mL- até 1,25 mg.mL+ segundo um fator de di- 
luição de 2. Dentro de cada área numerada, cada coluna corresponde a uma diluição diferente, 
por ordem crescente, e cada linha corresponde a uma réplica da mesma amostra. A placa de 
ensaio com amostras e os controlos positivo (C*), negativo (C-) e de meio de cultura (CM) po- 
dem ser vistas na Figura 4-40. 
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Figura 4-40 Placa de pocos preparadas com diferentes concentrações de extratos de membranas de fibras porosas 
1) PLA 2) PLA com NP-AO’s 3) PLA com MBG 4) PLA com NP-AO’s e MBG 


Através de absorvancia foram obtidos os valores de viabilidade celular relativa, apre- 
sentados na Figura 4-41. Para qualquer concentração de extrato em meio celular, a membrana 
somente com PLA teve viabilidade celular superior a 100%. O facto destas fibras partirem de 
soluções precursoras com solventes perigosos e tóxicos, como o DCM e o DMF, não tem efeito 
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na toxicidade das fibras, pois estes solventes evaporam-se completamente durante a eletrofi- 
acáo ou caso as membranas já feitas tenham vestígios destes solventes, estas eventualmente 
acabam por secar. Estes dados váo de acordo com a literatura, que apontam para a biocompa- 
tibilidade do PLA com células sem evidéncia de citotoxicidade e lise celular, principalmente 
depois das fibras serem submetidas a esterilizacáo [86]. 

A incorporacáo de NP-OA nas fibras de PLA nao provocou nenhuma diferenca notó- 
ria na citotoxicidade, mantendo a viabilidade celular acima dos 100%, estando em concordán- 
cia com artigos que estudam este tipo de membranas [87]. Mesmo que as MNP's revestidas 
com OA sejam nocivas para as células, como estas estáo maioritariamente no interior das fi- 
bras e poucas se encontrem a superfície, o contacto direto entre as células e NP-OA's será 
mínimo ou mesmo inexistente. 

A adição de MBG às fibras (sem NP-OA’s) porém torna o meio altamente citotóxico, 
só atingindo níveis minimamente aceitáveis no poco de extrato de membrana mais diluído. 
Isto poderá ser explicado pelos ides de silício, calcio e fósforo libertados para o meio, que 
aumentam o seu pH para níveis insuportáveis para as células [74]. Contudo, as amostras con- 
tendo NP-OA e MBG náo demonstraram toxicidade e tém valores de viabilidade celular pró- 
ximas de 100% para todas as concentrações. O facto dos extratos de membrana polimérica 
unicamente com MBG se revelarem tóxicos tanto na membrana de fibras porosas como na de 
fibras náo-porosas (que será discutida de seguida), mostra que os resultados para estes extra- 
tos, apesar de inesperados, sáo consistentes. 

Deste modo, a concentracáo de tanto NP-OA como MBG nas fibras tem de ser atenta- 
mente planeada de forma a garantir a biocompatibilidade com as células-alvo. Apesar de um 
dos extratos de membrana unicamente com MBG se mostrarem citotóxicos para as células 
experimentais, mostramos assim que o conjunto de membranas de nanofibras de PLA com 
NP-OA e MBG incorporados para tratamento do cancro ósseo é uma possibilidade. 
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Figura 4-41 Viabilidade celular dos extratos de 4 tipos de membrana de fibras com poros 


4.6.2 Membrana de fibras sem poros 


Da mesma forma que no ensaio anterior, foram testados 4 tipos de membrana de fibras 
não-porosas: membrana somente polimérica (5), membrana polimérica com NP-OA's (6), 
membrana polimérica com MBG (7) e membrana polimérica com NP-OA’s e MBG (8). Cada 
membrana foi testada em 5 concentrações diferentes, partindo de 20 mg.mL1 até 1,25 mg.mL- 
1 segundo um fator de diluição de 2. Dentro de cada área numerada, cada coluna corresponde 
a uma diluicáo diferente, por ordem crescente, e cada linha corresponde a uma réplica da 
mesma amostra. A placa de ensaio com amostras e os controlos positivo (C+), negativo (C-) e 


de meio de cultura (CM) podem ser vistas na Figura 4-42. 
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Figura 4-42 Placa de pocos preparadas com diferentes concentrações de extratos de membranas de fibras náo- 
porosas 1) PLA 2) PLA com NP-AO’s 3) PLA com MBG 4) PLA com NP-AO's e MBG (m/m) 
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Os valores obtidos de viabilidade celular por absorváncia luminosa sáo apresentados 
na Figura 4-43. A semelhanca da membrana de fibras porosas somente com polímero, a via- 
bilidade celular para qualquer diluicáo esteve sempre próxima de 100%, com excecáo da di- 
luição de 5 mg.mL” que teve viabilidade de 88%. Terá sido um erro experimental ou alguma 
ligeira contaminação desses pocos, pois diluições de extratos mais concentrados têm sempre 
maior risco de serem tóxicos, no entanto, ambas as diluições de 20 mg.mL- e 10 mg.mL* mos- 
tram-se biocompatíveis, com viabilidades de, respetivamente, 100% e 101% [64]. A incorpora- 
ção de NP-OA's nas fibras de PLA não provocou nenhuma diferença notória na citotoxici- 
dade, apresentando viabilidades celulares acima dos 90%, sendo considerados níveis não ci- 
totóxicos [86]. As nanofibras com MBG, tal como no caso anterior, mostraram taxas de morta- 
lidade quase totais, sobrevivendo apenas menos de 10% das células. Somente na maior dilui- 
ção de 1,25 mg.mL? a viabilidade não foi tão fraca, ficando-se pelos 66%, ou seja, moderada- 
mente citotóxico. Por fim, as amostras de NP-OA's e MBG mostraram-se não citotóxicas, à 
exceção dos poços de extrato mais concentrados que se tiveram taxa de sobrevivência celular 
pouco acima de 65%. Assim, este conjunto de membranas de nanofibras sem poros, mas mais 
finas que os diferentes tipos de membrana de fibras porosas, são uma opção praticável para o 
tratamento de tecidos tumorais do osso. Todavia, é fulcral o estudo e planeamento das quan- 
tidades de MNP’s e principalmente MBG, para prevenir o uso de uma membrana tóxica para 
o organismo. 
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Figura 4-43 Viabilidade celular dos extratos de 4 tipos de membrana de fibras nao-porosas 
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5 
CONSIDERACOES FINAIS 


Neste capítulo, será apresentada uma conclusáo do trabalho realizado e da sua possí- 
vel aplicabilidade, assim como propostas de investigacáo e desenvolvimento futuras. 


5.1 Conclusões 


O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de membranas magnéticas 
compósitas de nanofibras, tanto uma de fibras com poros como sem poros, com MNP's e MBG 
incorporados, como uma nova alternativa para o tratamento do cancro ósseo, tanto elimi- 
nando as células cancerígenas como regenerando o osso afetado. Este biomaterial apresenta- 
se como uma solução promissora face aos métodos convencionais de terapias cancerígenas. 
As nanofibras da membrana sáo compostas de PLA, um polímero vastamente utilizado em 
inúmeras áreas como a medicina. Biocompatível e biodegradável no organismo humano, este 
polímero é útil como implante e meio de libertação de medicamento, ótimo como meio de 
transporte das MNP's e do MBG. De forma a tornar as fibras mais reativas com meio externo, 
foi traçado o objetivo de estas serem porosas, aumentando exponencialmente a sua área de 
contacto e reações de superfície. Foi desenvolvida auxiliarmente uma membrana de fibras 
não-porosas, como alternativa. 

As MNP's utilizadas foram sintetizadas por co-precipitação química e revestidas com 
OA, na proporção de 16% (m/m). Este valor garante a estabilização das MNP’s em soluções 
e a formação de uma monocamada exterior nas MNP's, garantindo a sua capacidade hidrofó- 
bica e a propriedade de se dispersar em solventes orgânicos. O MBG foi produzido através da 
técnica de sol-gel e posteriormente moído para reduzir o tamanho dos grânulos. Estes dois 
componentes foram incorporados em soluções de sistemas de solventes distintos: em DCM 
com DMF e em DCM com TFA. Estas soluções foram otimizadas e eletrofiadas produzindo 
membranas de fibras porosas e não-porosas, respetivamente. 

Estas membranas foram caraterizadas e submetidas a análises SEM, EDS, TEM e FTIR 
para estudar a sua morfologia e composição química. Foram também submetidas a ensaios de 
tração mecânica, hipertermia magnética, bioatividade e citotoxicidade. Por SEM, foi possível 
verificar a presença de poros na membrana magnética compósita porosa e permitiu estiver os 
diâmetros das fibras das membranas produzidas. As fibras porosas apresentam diâmetros de 
785 + 256 nm e as fibras não-porosas diâmetros de 262 + 67 nm. Recorrendo a EDS comprovou- 
se a presença de ferro das NP-OA's de óxido de ferro e o cálcio, fósforo e silício do MBG. Em 
TEM foi possível observar tanto as NP-OA’s como o MBG. Através de FTIR da membrana de 
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fibras porosas, foi possível identificar as várias ligações químicas que compõem o PLA, as 
MNP's revestidas com OA e o MBG. 

Os ensaios de tracáo permitiram estudar a influéncia da adicáo de MNP's nas propri- 
edades mecánicas das fibras de PLA. Verificou-se que quer o MBG, quer as MNP's funcionam 
como plastificantes do PLA, o que se deve a formacáo de agregados destes materiais que se 
distribuem ao longo das fibras, diminuindo o módulo de Young, tensáo de cedéncia e tensáo 
de rutura. 

Os ensaios de hipertermia magnética permitiram comprovar e estudar a produção de 
calor pelas MNP's em ambas as membranas. Estes testes foram realizados usando uma densi- 
dade de fluxo magnético de 300 Gauss a uma frequência de 418,5 kHz durante 10 minutos. A 
membrana magnética compósita porosa demonstrou a capacidade de aquecer 16,4 °C, com 
uma SAR de 80,7 W.g?. A membrana magnética compósita de fibras não-porosas aqueceu 
apenas 3,8 °C com uma SAR de 22,2 W.g1. Tendo em conta que a temperatura corporal hu- 
mana é de 37 °C e a lise das células cancerígenas acontece os 42 °C, é apenas necessária uma 
variação de 5 °C por parte das MNP’s. Desta forma, demonstramos que a membrana magné- 
tica compósita porosa se mostra promissora para este tipo de usos terapêuticos. A membrana 
magnética compósita não demonstrou essa capacidade, mas existe a possibilidade de isso 
acontecer caso esteja sujeita a um campo magnético alternado mais potente ou durante mais 
tempo. 

Os ensaios de bioatividade apenas foram realizados para a membrana de fibras poro- 
sas. Estes demonstram a capacidade do MBG formar HCA usando os sais do meio e fundir- 
se com o osso, regenerando-o. A membrana magnética compósita porosa captou iões de fós- 
foro, mas não captou iões de cálcio. Neste tipo de membrana somente com MBG, tal não acon- 
teceu, o silício do MBG captou os iões referidos anteriormente, comprovando a sua bioativi- 
dade. A membrana magnética compósita não terá demonstrado tanta bioatividade devido à 
presença de MNP's que interferem com as interações entre silício do MBG e cálcio do meio 
fisiológico. 

Os ensaios de citotoxicidade testam a viabilidade celular das membranas para aplica- 
ções biomédicas. Em ambas as membranas magnéticas compósitas se verificaram viabilidades 
celulares de 100% e ausência de toxicidade para as células. No entanto, as membranas só com 
MBG demonstraram alguma capacidade letal para tecidos, mediante concentrações de extrato 
elevadas, o que pode ser explicado do aumento do pH provocado por libertação de iões para 
o meio que o tornam tóxico para as células. A membrana magnética compósita de fibras não- 
porosa também mostrou provocar morte celular nas concentrações mais elevadas de extrato, 
só atingindo valores mais promissores em concentrações mais diluídas. Assim, demonstramos 
a biocompatibilidade das duas membranas, sendo a membrana de fibras porosas a mais viá- 
vel. 

Pode afirmar-se que os objetivos do projeto foram cumpridos. Foram desenvolvidas 
membranas magnéticas compósitas com MNP's e MBG incorporados, tanto de fibras porosas 
como não-porosas. Apesar da membrana de fibras sem poros não ter sido completamente ca- 
racterizada, foi caracterizada a membrana de fibras com poros, o principal foco deste trabalho. 
Esta destaca-se pela sua capacidade hipertérmica e ausência de citotoxicidade. 
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5.2 Sugestão de investigação 


Este trabalho demonstrou potencialidade das membranas magnéticas compósitas pro- 
duzidas como biomaterial para tratamento do cancro ósseo. No entanto, por constrições de 
tempo e restrições devido à pandemia corrente, não foi possível caracterizar totalmente estas 
membranas. 

Dois ensaios de caracterização importantes por estudar são o inchamento e degrada- 
ção destas membranas. Estas propriedades são bem conhecidas para membranas de nanofi- 
bras de PLA. Contudo, ainda não foi estudado o impacto das MNP’s e MBG nessas caracte- 
rísticas. 

Uma das maiores dificuldades deste trabalho foi o uso do PLA para produzir nanofi- 
bras. A produção de membranas usando este material apresentou bastantes problemas, sendo 
os principais a sensibilidade à variação dos parâmetros de eletrofiação e as extremas baixas 
taxas de produção de membrana, ou por baixas taxas de trabalho ou por grandes perdas de 
matéria, causados pela acumulação de matéria durante a sua eletrofiação e entupimentos de 
agulha. Com isso em mente, podem ser estudados outras variedades de PLA e a influência do 
seu peso molecular. 

Em último lugar, e também como solução para os problemas anteriormente referidos, 
pode ser estudado o uso de solventes alternativos. O DCM mostrou-se fulcral para a dissolu- 
ção do PLA e essencial para a formação de poros nas fibras. No entanto, outros solventes de 
ponto de ebulição elevado como o dioxano e dimetilacetamida podem ser estudados como 
alternativa à DMF em sistemas binários de solventes para produção de fibras porosas. 
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